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RESUMO 
 
Para que uma célula cancerosa possa proliferar indefinidamente ela deve ser 
imortalizada, ou seja, desenvolver mecanismos de alongamento dos telômeros. A 
telomerase é uma enzima que restaura a integridade dos telômeros, e está presente 
em 85% dos tipos de câncer, o que a torna um potencial alvo terapêutico. Este estudo 
avaliou o potencial antitumoral do inibidor de telomerase MST-312 em modelo in vitro 
de câncer de mama da linhagem telomerase positiva MDA-MB-231. Foram 
determinados para a análise: Grupo P (sem tratamento), Grupo D (tratado com o 
veículo do inibidor) e Grupo M (tratado com o inibidor de telomerase MST-312). Para 
avaliar o impacto da heterogeneidade tumoral no efeito do MST-312, foi realizada 
seleção clonal e cultura monoclonal, demonstrando que o padrão proliferativo e a 
redução da resposta ao inibidor sofrem interferência da heterogeneidade tumoral. 
Para esclarecer o impacto da exposição ao MST-312 no ciclo celular foi realizado 
ensaio de avaliação do ciclo celular por citometria de fluxo onde não foi observado 
diferença estatística entre os grupos. Foi investigado os efeitos do uso combinado de 
MST-312 com quimioterápicos como docetaxel, irinotecan e doxorrubicina. Para 
investigar possíveis mudanças no perfil proliferativo foi realizado o ensaio de cultura 
celular 3D, onde foi avaliada a viabilidade e o volume dos esferoides. Não houve 
diferença entre os grupos, sugerindo que a exposição ao MST-312 não interferiu no 
padrão proliferativo nesse modelo. Com o objetivo de analisar a indução de resistência 
à múltiplas drogas (MDR) pelo MST-312, foram realizados ensaios de atividade e 
expressão de proteínas do fenótipo MDR e não foi observado atividade e expressão 
mensurável dessas proteínas. Os resultados demonstram que a exposição 
prolongada in vitro ao MST-312 não induziu a superexpressão de P-gp/MRP1 e 
atividade das bombas de efluxo P-gp, MRP1 e BCRP. Este estudo demonstrou que o 
inibidor de telomerase MST-312 tem potencial citotóxico a curto prazo e que a 
exposição prolongada sofre interferência da heterogeneidade tumoral, entretanto, o 
tratamento prévio com MST-312 não sensibilizou as células a ação dos 
quimioterápicos e não induziu variação significativa da atividade e expressão das 
bombas de efluxo do fenótipo de resistência à múltiplas drogas (P-gp/MRP1 e BCRP). 
Os resultados sugerem que o MST-312 pode ser um modelo para o estudo de 
potenciais drogas inibidoras da telomerase. 
Palavras-chave: Câncer de mama; Telômero; Telomerase; Inibidor de telomerase; 




For a cancer cell to proliferate indefinitely, it must be immortalized, that is, 
develop telomere lengthening mechanisms. Telomerase is an enzyme that restores 
the integrity of telomeres, and is present in 85% of cancers, making it a potential 
therapeutic target. This study evaluated the antitumor potential of the telomerase 
inhibitor MST-312 in an in vitro model of breast cancer of the positive telomerase 
lineage MDA-MB-231. The following were determined for the analysis: Group P 
(without treatment), Group D (treated with the inhibitor vehicle) and Group M (treated 
with the telomerase inhibitor MST-312). To assess the impact of tumor heterogeneity 
on the effect of MST-312, clonal selection and monoclonal culture was performed, 
demonstrating that the proliferative pattern and the reduced response to the inhibitor 
suffer interference from tumor heterogeneity. To clarify the impact of exposure to MST-
312 on the cell cycle, a cell cycle assay was performed using flow cytometry where no 
statistical difference was observed between the groups. The effects of the combined 
use of MST-312 with chemotherapeutic agents such as docetaxel, irinotecan and 
doxorubicin were investigated. To investigate possible changes in the proliferative 
profile, the 3D cell culture assay was performed, where the viability and volume of the 
spheroids were evaluated. There was no difference between the groups, suggesting 
that exposure to MST-312 did not interfere with the proliferative pattern in this model. 
In order to analyze the induction of resistance to multiple drugs (MDR) by MST-312, 
assays of activity and expression of proteins of the MDR phenotype were performed 
and no measurable activity and expression of these proteins was observed. The results 
demonstrate that prolonged in vitro exposure to MST-312 did not induce 
overexpression of P-gp / MRP1 and activity of the P-gp, MRP1 and BCRP efflux 
pumps. This study demonstrated that the telomerase inhibitor MST-312 has cytotoxic 
potential in the short term and that prolonged exposure is affected by tumor 
heterogeneity, however, previous treatment with MST-312 did not sensitize cells to the 
action of chemotherapeutic agents and did not induce significant variation of the 
activity and expression of the efflux pumps of the phenotype of resistance to multiple 
drugs (P-gp / MRP1 and BCRP). The results suggest that MST-312 may be a model 
for the study of potential telomerase inhibitory drugs. 
 
Keywords: Breast cancer; Telomer; Telomerase; Telomerase inhibitor; MST-312; 
resistance to multiple drugs. 
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1 INTRODUÇÃO  
 
 
1.1 O CÂNCER DE MAMA 
 
 
Os dados comprovam que o câncer é um importante problema de saúde 
pública, oneroso devido aos investimentos em procedimentos e medicamentos de alto 
custo para terapia oncológica, e com poucas inovações em terapias eficientes e 
resolutivas (1, 2). O câncer representa uma doença de grande relevância 
epidemiológica no Brasil e no mundo e está entre as quatro principais causas de morte 
prematura. Estimou-se mais de 18 milhões de casos novos e 9,6 milhões de óbitos 
em todo o mundo por câncer para o ano de 2018; no Brasil a expectativa para os anos 
de 2020-2022 é de 625 mil casos novos de câncer, 450 mil, excluindo os casos de 
câncer de pele não melanoma (3).  
O câncer de mama é o segundo tipo de câncer mais incidente entre as 
mulheres, representando no Brasil 29,7% dos casos de câncer. Estimam-se 66.280 
novos casos de câncer de mama para cada ano de 2020-2022 no Brasil, o que 
representa um risco estimado de 61,61 casos novos para cada 100 mil mulheres, com 
um risco de óbito de 16,16 por 100 mil mulheres (3). Atualmente, a estratégia mais 
eficaz contra esse tipo de câncer ainda é a detecção precoce e as políticas de 
prevenção que impactam diretamente na abordagem terapêutica e no prognóstico. 
Tanto em países desenvolvidos quanto em países em desenvolvimento, as políticas 
de saúde pública, o acesso à saúde, a logística ágil dos serviços de assistência são 
os determinantes dos desfechos da doença e também das taxas de mortalidade (4).  
O câncer de mama é classificado de acordo com a apresentação clínica, seu 
padrão de graduação histopatológico, marcadores moleculares e outras 
características que permitem sistematizar o estadiamento e a abordagem terapêutica 
para cada tipo específico (5). A classificação histológica do câncer de mama tem 
íntima relação com a própria estrutura anatômica e o tipo celular envolvido no 
processo neoplásico. Anatomicamente, a glândula mamária é dividida em lóbulos de 
glândulas túbulo-alveolares entremeadas por tecido conjuntivo e tecido adiposo; cada 
lóbulo possui seu próprio ducto excretor ou galactóforo (Figura 1). As características 
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da mama variam conforme a condição fisiológica da mulher como menarca, idade 
fértil, gestação, lactação e menopausa (6). O câncer de mama dos tipos carcinoma 
ductal infiltrante e carcinoma lobular infiltrante compreendem os tipos de câncer 
invasivos mais frequentes (7).  
Além da classificação histológica, recentes avanços na abordagem diagnóstica 
por biomarcadores permitem classificar o câncer de mama em níveis genômicos e 
proteômicos, aprimorando a avaliação das possibilidades de tratamentos e predizendo 
os prognósticos (5) e ampliando os conhecimentos acerca da heterogeneidade desses 
tumores. A heterogeneidade intratumoral consiste na presença de diversas 
populações de células dentro do mesmo tumor com características distintas quanto a 
tumorigenicidade, resistência ao tratamento e potencial metastático (14). A 
heterogeneidade dos tumores de mama tem sido exaustivamente estudada como 
forma de explorar essas características para orientar a estratégia terapêutica e 
farmacológica (5, 8). 
 
 
Figura 1 – Anatomia normal da mama com sua estrutura funcional (o lóbulo): no detalhe acima, a 
evolução do carcinoma ductal. No destaque, a imagem com peça anatômica ilustrando o aspecto 
macroscópico clássico do carcinoma invasivo, caracterizado por contornos irregulares (Foto: Acessado 
em 12/02/2021 https://www.sbmastologia.com.br/medicos/ebooks/ebook-teste/). 
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O câncer de mama é uma doença de causa multifatorial, dentre eles: Fatores 
individuais como idade superior a 50 anos, vida reprodutiva, idade da menarca, 
períodos de menacme, menopausa tardia, maternidade e lactação, história familiar 
positiva de câncer de ovário e mama (3), estilo de vida que inclui alimentação, 
sedentarismo, obesidade, consumo excessivo de álcool e tabagismo (4, 6, 9, 10).  
Dentre os fatores de risco genéticos que contribuem para o surgimento do 
câncer de mama estão as mutações nos genes BRCA1 (Breast cancer 1, early onset) 
e BRCA2 (Breast cancer 2, early onset) (11, 12). Os genes BRCA1 e BRCA2 são 
genes supressores de tumor localizados no cromossomo 17q e 13q respectivamente 
e são responsáveis pela expressão de fatores que inibem o crescimento celular, 
atuam no controle do ciclo celular, regulação da transcrição gênica e apoptose. As 
mutações BRCA1 tem prevalência de aproximadamente 14,5% e BRCA2 de 8,3%. O 
risco cumulativo de desenvolver câncer de mama em mulheres com mutações nos 
genes BRCA1 ou BRCA2 pode chegar a mais de 50% quando comparado com 
indivíduos que não tem a mutação (13).  
 
 
1.2  BIOLOGIA DA CARCINOGÊNESE  
 
 
A particularidade biológica marcante das células cancerosas é o crescimento 
descontrolado. Essas células possuem características intrínsecas que as distinguem 
das células somáticas normais pela sua capacidade de proliferação celular ilimitada, 
com potencial de migração e colonização de outros tecidos e órgãos, por um processo 
denominado metástase. As características que tornam a célula cancerosa são 
adquiridas ao longo do processo biológico conhecido como carcinogênese, como 
ilustrado na Figura 2 (15).  
As células somáticas sadias possuem seu ciclo celular cuidadosamente 
controlado por mecanismos que impossibilitam a replicação ilimitada, impedindo 
assim a perpetuação de erros e danos ao DNA (ácido desoxirribonucleico). Também 
apresentam uma inibição natural à proliferação quando em contato com outras 
células, permitindo a manutenção da estrutura característica dos tecidos e a 
arquitetura do parênquima dos diversos órgãos. As células cancerosas, porém, são 
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células geneticamente instáveis, com ampla heterogeneidade intratumoral e relevante 
acúmulo de mutações sucessivas que lhe conferem vantagens proliferativas (16, 17); 
a interação entre células nessa situação pode estimular a liberação de fatores de 
crescimento e a superexpressão de receptores para esses mesmos fatores (18). 
Os caminhos pelos quais as células cancerosas inibem os mecanismos de 
regulação da proliferação estão apenas parcialmente elucidados. Modelos 
experimentais tem demonstrado a importância de mutações em proto-oncogenes e 
genes supressores de tumor na participação da desregulação dos sistemas de 
controle relacionados à sinalização da proliferação celular (19). A resposta 
inflamatória que é gerada localmente favorece o tecido neoplásico, promovendo a 
angiogênese e liberando fatores de crescimento (18, 20). Ocorre desregulação 
energética, instabilidade genômica e acúmulo de mutações. Essas características 
demonstram a complexidade dos microambientes tumorais e a dinâmica única e 
extremamente adaptável às condições desfavoráveis ao seu desenvolvimento. 
Os mecanismos de reparo do DNA podem disparar a apoptose (morte celular 
programada) quando a célula possui erros incorrigíveis no seu material genético, erros 
estes que comprometem o complexo equilíbrio intracelular, impedindo assim que 
mutações sejam perpetuadas às células filhas (21). No início da carcinogênese, o 
processo de autofagia desencadeado por genes supressores de tumor pode 
apresentar alguma eficácia, mas em determinadas circunstâncias, permite que essas 
células fiquem quiescentes. Quanto maior a taxa de proliferação, maiores as chances 
de dano ao DNA. Células cancerosas são capazes de inibir progressivamente a 
apoptose, mesmo em condições de intensa proliferação, seja pela expressão de 




Figura 2 – O processo de carcinogênese: Características adquiridas pelas células cancerosas que 
possibilitam a formação e a expressão clínica do câncer. Adaptado (15). 
 
Células sadias têm potencial proliferativo limitado, obedecendo a um número 
determinado de ciclos. Quando, por complexa combinação de mutações, a célula 
adquire a capacidade de transpor esses obstáculos fisiológicos e apresenta a 
habilidade de proliferação ilimitada, ela se torna imortalizada (14, 15). 
 
 
1.2.1 Imortalização Celular 
 
 
A imortalização celular é uma característica de todas as células cancerosas 
(15, 25). Conhecer profundamente e intervir nos complexos mecanismos que 
permitem a imortalização celular pode ser crucial para determinar a terapêutica 




O alongamento dos telômeros é uma etapa essencial no processo de 
proliferação ilimitada. O telômero consiste em uma estrutura de complexos 
nucleoprotéicos organizados em repetições consecutivas de nucleotídeos (repetições 
em tandem), ricas em guanina, variando de 6-20 kb (quilo bases), localizados na 
porção final dos cromossomos (Figura 3) (25-29). Telômeros de células somáticas 
adultas são compostas em média por 1000 a 2000 repetições do tandem associadas 
aos complexos de proteínas shelterin (proteínas acessórias) (30-32). 
A diversidade do tandem pode variar dentro do próprio telômero, sendo 
predominante o hexanucleotídeo 5’-TTAGGG-3’ (onde T é timina; A é adenina e G é 
guanina), com variações distais da sequência GTAGGG e TTCGGG  e variações 
proximais TTGGGG, TGAGGG e TCAGGG (33), com o centrômero como referência. 
Essas variações da sequência clássica são essenciais para a formação de estruturas 
tridimensionais complexas de DNA chamadas de G-Quadruplex (34), que consistem 
em uma arquitetura secundária de tetrâmeros de guanina unidas por ligação de 
hidrogênio. Essa conformação adquirida pelo telômero regula o acesso de enzimas e 
tornam a sua estrutura mais estável (34-36).  
 
 
Figura 3 – Estrutura do Telômero: Localização na porção final do cromossomo e esquematização da 
sua conformação com a sequência de repetições do tandem e a fita 3’ se estendendo além da fita 5’. 
 
O telômero também apresenta proteínas shelterin: TRF1 (telomeric repeat-
binding factor 1), TRF2 (telomeric repeat-binding factor 2), RAP1 (repressor and 
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activator protein 1), TIN2 (TRF1-interacting nuclear protein 2), TPP1 
(TINT1/PTOP/PIT1 ou ACD – adrendocortical dysplasia homolog) e POT1 (protection 
of telomeres 1) que atuam na formação dos complexos nucleoprotéicos (25, 31, 32, 
37). O complexo de proteínas shelterin protege os telômeros dos mecanismos de 
vigilância de danos ao DNA, incluindo as vias de reparo relacionado às proteínas 
quinases ATM e ATR e as vias de reparo de quebra de cadeia dupla (non 
homologousend-joining and homology-directed repair) e estão diretamente 
relacionadas à estabilização do telômero (31, 38, 39). As proteínas TRF1, TRF2, 
RAP1 e TIN2 interagem com a fita dupla enquanto TPP1 e POT1 interagem com a fita 
simples do telômero. 
Os telômeros tem como função essencial proteger o material genético de 
quebras inadvertidas e da ação das enzimas nucleases (40, 41). A cada replicação 
celular, todo o material genético é estendido até a extremidade 5’, porém na fita 
correspondente onde ocorre a replicação tardia, não é possível fazer uma cópia 
completa sem a participação de iniciadores (primers de RNA), que compreendem 
pequenas sequências independentes onde o processo enzimático é iniciado. Ao final 
da replicação sempre permanece uma região no final do cromossomo que não pode 
ser sintetizada, uma lacuna nos terminais teloméricos dos fragmentos de Okazaki que 
corresponde ao seguimento onde o iniciador estava ligado. Como resultado, tem-se 
uma pequena região na extremidade 3’ do DNA com replicação incompleta, faltando 
uma pequena porção na fita tardia. Esse mecanismo foi denominado “o problema da 
replicação” (42-44) como ilustrado na Figura 4. 
Entretanto, a extremidade 3’ do telômero se estende além da fita 5’, o que 
compensa a pequena porção que se perde a cada replicação. Essa extensão da fita 
3’ se dobra formando uma estrutura chamada T-loop, ou alça, que serve para recolher 
essa ponta de cromossomo sem uma fita correspondente dentro da porção 5’ (Figura 
5). Sozinha, a fita 3’ pode ser reconhecida pelos mecanismos de reparo da célula 




Figura 4 – A replicação e o encurtamento do cromossomo a cada ciclo. Adaptado (45). 
  
A cada replicação da célula o telômero perde em média cerca de 50 a 100 pares 
de bases, o que ao longo do tempo compromete o seu comprimento e inviabiliza a 
formação da T-loop, induzindo a célula a entrar em um estágio de parada proliferativa 
(25, 41, 47, 48), um fenômeno conhecido como Limite de Hayflick ou senescência 
replicativa (47). Por consequência, o DNA de fita simples sem uma fita correspondente 
torna-se vulnerável aos mecanismos de reparo, desencadeando inúmeros eventos 
que culminam em crise telomérica, aberrações cromossômicas e morte celular (49). 
Esse mecanismo pode ter uma relevância evolutiva nas estratégias celulares de 
prevenção ao crescimento desordenado dos tecidos (50, 51).  
Além de proteger estruturalmente a fita de DNA, os componentes associados 
desempenham papel importante na função e regulação do comprimento dos 
telômeros (52, 53). Modificações em TRF1 ou TRF2 podem alterar significativamente 
a estrutura telomérica (41, 52-54) pois estes atuam na manutenção da integridade do 
telômero; quando POT1, TRF1 e TRF2 não funcionam corretamente, a estrutura de 
T-loop perde sua conformação e expõe as fitas dos cromossomos, disparando os 





Figura 5 – Estrutura da T-loop: Fita 3’ se estendendo além da fita 5’ e mostrando a sua relação com as 
proteínas shelterin. Adaptado (25).  
 
Devido ao sentido em que ocorre a replicação, o telômero encurta a cada ciclo 
em sua extremidade 3’, limitando a capacidade proliferativa e levando à célula normal 
a disparar os mecanismos de senescência e apoptose quando não é mais possível a 
formação da T-loop. Caso a proliferação se perpetuasse, o encurtamento das fitas se 
tornaria tão crítico que porções do DNA poderiam ser perdidas no processo de 
replicação, ou poderiam ocorrer recombinação errônea do DNA ou eventos de fusão 
aleatórios (46), expondo a célula a danos irreversíveis ao seu material genético (25). 
O telômero na porção final do cromossomo atua como uma estrutura sentinela, que 
dispara a apoptose antes que o DNA seja danificado. Sendo assim, os telômeros estão 
intimamente relacionados com o processo de imortalização celular, pois funcionam 
como uma espécie de relógio biológico natural que impõe um limite para a replicação 
da célula (15, 57).  
A redução telomérica é considerada uma das principais responsáveis pelo 
envelhecimento celular que desencadeia os mecanismos de senescência e 
incapacidade permanente para a proliferação (41, 44, 58). Após 50 divisões 
aproximadamente os telômeros podem atingir um comprimento criticamente curto e 
induzir uma resposta de dano ao DNA (47). Telômeros de células-tronco que tem sua 
integridade seriamente danificada esgotam a sua capacidade de auto renovação, 
demonstrando a importância dessas estruturas no seu contexto fisiológico e 
corroborando com os estudos de imortalização em situações patológicas (59). A 
erosão progressiva dos telômeros até condições críticas, ativa a resposta dos 
mecanismos de reparo de DNA e induzem a senescência celular.  
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A imortalização celular que ocorre nas células cancerosas consiste justamente 
em mecanismos para alongar o telômero, inibir o relógio biológico e proliferar 
indefinidamente. Enquanto o telômero perde pequenas porções pela replicação, é 
continuamente alongado para repor essas mesmas porções, protelando a apoptose. 
Aproximadamente 85% dos tumores fazem uso da via clássica de imortalização, que 
consiste na expressão da enzima telomerase e a minoria usa uma estratégia 
conhecida como alongamento alternativo de telômeros ou ALT – Alternative 
lengthening of telomeres  (60-62), que compreende inúmeros mecanismo celulares 
que ainda não foram completamente elucidados (63-65).  
As células replicam até tornarem seus telômeros excessivamente curtos, 
induzindo a resposta de dano ao DNA. Ocorre ativação dos pontos de verificação do 
ciclo celular promovendo a senescência e apoptose. Os checkpoints TP53-CDKN1A 
e CDKN2A-pRB são os principais envolvidos na parada do crescimento. Uma alta taxa 
de proliferação pode causar sérias mutações nesses genes, comprometendo a 
resposta de reparo e a capacidade de indução de senescência (41, 66). As células 
tornam-se capazes de contornar os mecanismos de senescência, desativando a 
maquinaria de vigilância como a p53 e Rb (retinoblastoma protein) (46, 67), 
culminando em crise telomérica (46, 68).  
Nessas condições ocorre uma instabilidade genômica maciça com telômeros 
de tamanho crítico, rearranjos cromossômicos, fusões de extremidade de 
cromossomos, quebras de cromossomos (breakage-fusion-bridge cycles) e outras 
aberrações (46, 69). Esse cenário causa a apoptose da grande maioria das células. 
Algumas raras células que sobrevivem, o fazem por estabilizar o seu genoma a partir 
da ativação dos mecanismos de alongamento dos telômeros com a indução de 
expressão de telomerase ou ALT (25, 70-73). A imortalização pela ativação da 
telomerase é em geral o estágio que antecede a transformação carcinogênica para a 









1.2.2 A Telomerase 
 
 
 A telomerase é uma enzima ribonucleoproteína transcriptase reversa 
específica composta por uma subunidade catalítica (TERT), um componente RNA 
(TERC) e proteínas acessórias (75, 76). A TERT é uma proteína que contém um sítio 
com atividade catalítica responsável pela atividade enzimática da telomerase. O seu 
componente de RNA de fita simples não-codificante contém o modelo de sequências 
(AAUCCCAAU) que é o molde template através da qual a telomerase pode estender 
as repetições teloméricas e produzir novas sequências do tandem, alongando o 
telômero (25, 30, 61, 62, 70, 77).  A telomerase apresenta proteínas acessórias que 
estabilizam o complexo proteico, composto por DKC1, NHP2, NOP10 (Figura 6). 
 
 
Figura 6 - Desenho esquemático da enzima telomerase e suas proteínas associadas. (25) 
 
A TERC é expressa em todas as células somáticas, enquanto o gene TERT 
tem sua transcrição fortemente reprimida na grande maioria das células. O 
componente catalítico TERT foi primeiramente descrito em leveduras e 
posteriormente em humanos, e atualmente tem sua estrutura e domínios funcionais 
bem caracterizados (78-80). A transcrição do gene TERT em condições fisiológicas 
tem íntima relação com os fatores de transcrição da família MYC e sinalização de 
Wnt/β-catenina. Estudos sugerem que as proteínas da família MYC/MAX/MAD1 estão 
envolvidas na transcrição de TERT tanto em células normais como em células de 
câncer assim como a sinalização Wnt/β-catenina (75, 81-84).  
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A desinibição do gene TERT e a consequente expressão da enzima telomerase 
representa o mecanismo mais comum de imortalização celular no processo de 
carcinogênese. Inúmeras estratégias moleculares são utilizadas para estimular a 
desinibição do gene TERT como perda da supressão tumoral, ativação de sinais 
oncogênicos, oncoproteínas exógenas (derivadas de vírus tumorais), alterações 
epigenéticas no locus TERT, transativação, splicing aberrante do mRNA, alterações 
genéticas como mutações, hipermetilação, rearranjos e amplificação de genes (25, 
61, 62).  Mutações na região promotora como 288C>T e 250C>T fornecem motivos 
de ligação adicionais para os fatores de transcrição, regulando positivamente a 
expressão de TERT e aumentando a atividade da telomerase (70, 85).  Além da família 
MYC/MAX/MAD e da via Wnt/β-catenina (82), outros fatores podem estar 
indiretamente envolvidos na promoção da transcrição do gene TERT assim como 
estrogênio, fatores de crescimento, COX2, survivina, citocinas, dentre outros (25, 61, 
62, 86, 87). Fatores inibidores atuam fisiologicamente suprimindo a transcrição de 
TERT, como WT p53, WT1, TGF-β, e podem ter algum envolvimento na 
carcinogênese, quando há uma ampla inativação de supressores de tumor (83, 88). 
O gene de TERT fica no braço curto do cromossomo 5 e apresenta sítio único 
de início de transcrição possuindo 16 éxons e 15 íntrons. Mecanismos de splicing 
alternativo regulam a telomerase a nível pós-transcricional, com 3 sítios de exclusão 
(α, β e γ) e 4 sítios de inserção (25). Embora existam 22 variantes resultantes do 
splicing de TERT, elas não têm atividade catalítica ativa como polimerase 
transcriptase reversa na manutenção do telômero (89-91). A expressão das variantes 
de TERT em células cancerosas pode sugerir que elas possuem um papel biológico 
ainda pouco estudado (74). 
A telomerase apresenta funções ditas canônicas e não canônicas. A principal 
função da telomerase, ou função canônica, é a manutenção dos telômeros evitando a 
instabilidade genômica que pode disparar os mecanismos de apoptose. A telomerase 
sintetiza mais sequências do tandem no telômero, aumentando seu comprimento (92, 
93). Essa atuação tem relevante importância fisiológica em pequenos conjuntos de 
células altamente proliferativas que replicam inúmeras vezes devido ao contexto em 
que estão inseridas como células germinativas, células tronco/progenitoras, linfócitos 
ativados e células no período embrionário (25, 41). Nesses tecidos específicos a 
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expressão da telomerase apresenta um controle rígido e ocorre o silenciamento 
gênico após a diferenciação celular (94, 95). 
Recentemente, inúmeros estudos demonstraram a importância da atuação da 
telomerase em outros sítios que não necessariamente estariam relacionados ao 
alongamento dos telômeros. Existem evidências de que suas multifunções não 
canônicas extra-teloméricas são muito mais abrangentes do que a sua atuação 
catalítica nuclear, estando presente e ativa também no citoplasma e nas mitocôndrias 
(96). Estudos demonstraram que a telomerase pode atuar na carcinogênese e 
imortalização independentemente da sua função de alongamento dos telômeros (97, 
98). 
Dentre as inúmeras funções não-canônicas pode-se citar a participação da 
telomerase na regulação da transcrição heterocromática, modulação da expressão 
gênica e silenciamento gênico; reparo de danos ao DNA (99, 100);  promoção do 
crescimento e proliferação celular (101); aceleração do ciclo celular (102); regulação 
do metabolismo e sobrevivência celular; transdução de sinais; manutenção da 
integridade mitocondrial e resposta ao estresse oxidativo (103); e biologia de células 
tronco (74, 96).  
Todas essas atividades da telomerase estão intrinsecamente relacionadas com 
as características adquiridas pelas células cancerosas durante o processo de 
carcinogênese (Figura 7). A expressão de TERT pode promover a tolerância a 
instabilidade cromossômica, sugerindo que a atuação da telomerase contribua com a 
promoção, iniciação e progressão do câncer (74). As células cancerosas expressam 
altos níveis dessa enzima, aproximadamente 99% a mais do que é necessário para a 
manutenção dos telômeros. O que sugere que a telomerase possua outras funções 
que conferem vantagem ao crescimento celular. Inúmeros estudos apontam para a 
relação entre a telomerase e múltiplas atividades celulares que vão além da 
manutenção do telômero (101-103), especialmente os mecanismos de resposta ao 
dano no DNA (DDR – DNA damage response) (100). Estudos indicam que a 
expressão de TERT tem íntima relação com os mecanismos de reparo e pode proteger 
contra citotoxicidade dos danos ao DNA, apoptose e necrose induzida por UV e raios 
gama (104), além de alterar a dinâmica de interação do telômero com a matriz nuclear, 
aumentando a eficácia dos mecanismos de reparo (105-107). 
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A superexpressão de TERT que ocorre em células cancerosas pode ter uma 
relação direta com os mecanismos de apoptose. Existem estudos que sugerem que 
TERT está relacionada com a regulação negativa sobre a proteína supressora de 
tumor p53 (108-110) e que a telomerase interaja com as proteínas da família BCL-2 – 
MCL-1 e BCL-xl que estão envolvidas na sinalização da via de apoptose (111-114). 
Em um estudo com células de osteossarcoma, a superexpressão de TERT aumentou 
a resistência a apoptose (115). Mesmo em células que fazem alongamento alternativo 
de telômeros a superexpressão de TERT confere mais resistência aos danos ao DNA 
(116), indicando que a atividade protetora empenhada por TERT não 
necessariamente está atrelada ao seu papel na manutenção telomérica. 
 
 
Figura 7 – Atividades não-canônicas da telomerase e sua relação com as características adquiridas 
durante a carcinogênese. Adaptado (15, 74). 
 
TERT também pode atuar na transcrição gênica. Há evidências de que pode 
haver uma relação direta entre a telomerase e o fator NF-κB, que por sua vez, está 
envolvido no controle da expressão de diversos genes ligados à resposta inflamatória 
(82, 117-119). TERT promove angiogênese pela interação com genes de VEGF e o 
fator de transcrição Sp1 (120), e a depender do tipo de célula, pode atuar na promoção 
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da adesão e migração celular (121, 122). Vários estudos evidenciam a presença de 
TERT no citoplasma, especialmente nas mitocôndrias (103, 123-125). A telomerase 
não somente pode ter alguma atuação na mitocôndria, como pode interagir com o 
DNA mitocondrial de forma positiva e protetora (103, 126, 127). 
Alterações na expressão das proteínas shelterin também podem atuar na 
acessibilidade aos telômeros, no remodelamento da cromatina telomérica, 
promovendo o recrutamento da telomerase e aumentando a instabilidade genômica. 
Aberrações genômicas desses fatores foram descritos em câncer e podem ter relação 
com sua formação e progressão, atuando conjuntamente com a telomerase (52, 128, 
129). 
As observações das atividades não canônicas da telomerase em células 
cancerosas sugerem que sua atividade não relacionada ao telômero afeta a 
resistência dessas células aos medicamentos e podem estar relacionadas ao sistema 
de reparo e dano ao DNA (96, 130). Esses achados corroboram com a hipótese de 
que a telomerase pode ser um potencial alvo farmacológico e contribuir de forma 
significativa para a compreensão e desenvolvimento de estratégias contra o câncer. 
 
 
1.3  TERAPÊUTICA ONCOLÓGICA BASEADA NA TELOMERASE 
 
 
Um dos maiores desafios da terapia anticâncer é o desenvolvimento de drogas 
específicas para as células cancerosas, sem que as células sadias sejam afetadas 
pelos efeitos deletérios dos fármacos. Visto que ambas são células de um mesmo 
organismo, com características moleculares em comum. O outro grande desafio é o 
desenvolvimento de drogas seguras que tenham eficácia terapêutica em todos os 
tipos de câncer, o que facilitaria a logística do tratamento, reduziria os custos e 
ampliaria o acesso a terapêutica em uma realidade de serviço público de saúde. Esse 
último desafio é imposto pela vasta complexidade e heterogeneidade dos tecidos 
neoplásicos de diversas origens histológicas (25, 48).  
As terapias baseadas na telomerase demonstraram-se promissoras pela 
possibilidade de se ter um alvo farmacológico que é expresso em níveis significativos 
em células cancerosas e estar presente em mais de 80% dos tipos de câncer (94, 95), 
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podendo atuar tanto diretamente na sua função catalítica essencial impedindo ou 
retardando a proliferação celular, quanto nas diversas outras funções não canônicas 
da telomerase.  
Embora existam grupos de células que expressem a telomerase e possam ser 
afetadas pela sua inibição, como as células tronco, linfócitos ativados, células 
progenitoras ou células de alta taxa de replicação, ainda assim estudos demonstraram 
que essas células apresentam telômeros muito mais longos que as células 
cancerosas (131, 132). Telômeros mais longos recrutam um número maior de 
proteínas teloméricas, dificultando o acesso da telomerase ao telômero e promovendo 
a manutenção de um comprimento médio constante por um mecanismo de controle 
da quantidade de proteínas teloméricas ligadas (70, 133, 134), sugerindo uma janela 
terapêutica onde pode ser realizada a inibição da telomerase nas células cancerosas 
sem que os efeitos sejam deletérios nesses grupos específicos de células (25). 
A porção RNA - TERC da telomerase é detectada em todas as células 
humanas, enquanto a expressão da porção TERT (porção catalítica) é restrita a 
células com atividade mensurável, representando um fator limitante para a atividade 
enzimática canônica da telomerase (25, 135). A atividade catalítica da telomerase não 
é expressiva na maioria das células somáticas pela inibição transcricional com 
consequente silenciamento e inatividade enzimática, o que torna a telomerase um alvo 
farmacológico interessante do ponto de vista terapêutico, por apresentar atividade 
catalítica na maioria das células de câncer, mas não na grande maioria dos tecidos 
saudáveis (25, 41). A importância do controle eficaz da telomerase e do comprimento 
dos telômeros dentro do contexto de estratégias de terapêutica oncológica tornou-se 
cada vez mais evidente ao longo dos últimos anos.  
Com foco nessas características, na última década foram desenvolvidas 
inúmeras estratégias terapêuticas que tem como alvo a telomerase, seja de forma 
direta ou indireta (70). Dentre essas estão as mais diversas tecnologias que incluem 
a exploração de componentes fitoquímicos e dietéticos (70); inibidores de proteínas 
quinases ATM (ataxia telangiectasia mutated) e ATR (rad3-related) (136-140); 
oligonucleotídeos (141-143); uso de microRNAs que influenciam na expressão gênica 
pós-transcricional (144-146); drogas que modulam a expressão de TRF1 e TRF2 (70, 
147); estabilizadores de G-quadruplex (148, 149); as imunoterapias e as pequenas 
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moléculas inibidoras de telomerase (150, 151) entre outras terapias baseadas no 
telômero e na telomerase. 
As imunoterapias têm como objetivo fazer uso da própria defesa imunológica, 
estimulando a resposta dos linfócitos. Parte do princípio de que a telomerase 
degradada nas células de câncer pelos proteossomas tornam-se fragmentos que são 
potenciais epítopos para as células T do sistema imune que são reconhecidas pelas 
vias MHC I e II e consequente recrutamento de células CD8+ e CD4+. Com uma 
sensibilização prévia, às células que expressam TERT poderiam ser reconhecidas 
pelo próprio sistema imune do paciente (150, 152, 153). Os estudos de fase clínica 
demonstraram o ganho de resposta imune específica, porém sem aumento da 
sobrevida geral dos pacientes (70). 
As drogas BRACO-19, RHPS4 e telomestatina atuam como moléculas ligantes 
estabilizadoras das estruturas G-quadruplex nos telômeros e modulando assim, o 
acesso da telomerase (154-158). O composto BRACO-19 em estudo in vitro 
demonstrou inibição à expressão de TERT, indução de senescência, danos ao DNA 
e ao telômero e parada do ciclo celular em células de câncer de mama e glioblastoma 
(155, 159). A telomestatina demonstrou inibir a telomerase e ser altamente seletivo 
para células cancerosas de mama, pâncreas, cervical e de neuroblastomas com efeito 
mínimo em células normais. Porém, sua baixa solubilidade se tornou um grande 
dificultador na biodisponibilidade da droga (160, 161). O alcaloide β-carbonílico 
harmina foi descrito como inibidor de telomerase induzindo senescência celular, 
inibição da proliferação e da atividade da telomerase (162).  
O Imetelstat (13-merthiophosphoramidate oligonucleotide) é um inibidor 
competitivo da telomerase resistente à nucleases e ácidos que forma uma estrutura 
estável com o seu antagonista, o molde de RNA funcional, inibindo a atividade da 
telomerase por competição de sítios, promovendo o encurtamento telomérico, a 
senescência celular e apoptose (163). Este mecanismo requer um tratamento 
prolongado o que demonstrou uma alta toxicidade hematológica e hepática. A 
suspensão promoveu rápida retomada do alongamento telomérico (164). Os 
resultados de ensaios clínicos de uso prolongado expuseram efeitos colaterais que 
impuseram obstáculos a sua aplicação clínica (74, 165, 166). 
A droga sintética BIBR1532 atua como inibidor competitivo do tipo misto, 
interferindo no processamento da TERT e dificultando a formação das repetições em 
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tandem, levando ao encurtamento progressivo do telômero. BIBR1532 foi testado 
como potencializador dos efeitos dos quimioterápicos quando usado em combinação 
a doxorrubicina, paclitaxel e trioxido de arsênio em câncer de mama e leucemia (167-
169). 
Recentemente desenvolvida a 6-thio-dG (6-thio-2’deoxygunosina) é uma purina 
análoga da 6-thioguanina que pode interagir diretamente com a telomerase, ser 
incorporada nos telômeros e promover a dissociação das proteínas associadas, 
especialmente as proteínas shelterin, promovendo disfunção telomérica e 
encurtamento do telômero (151, 170, 171). 
 
1.3.1 O inibidor de telomerase MST-312 
 
 
O MST-312 é um fitoquímico inibidor de telomerase que demonstrou resposta 
positiva em estudos in vitro. Consiste em um análogo sintético derivado das EGCG 
(epigalocatequinagalato), uma catequina do chá verde (Figura 8). Seu análogo natural 
apresentou capacidade de inibir a telomerase, porém com baixa eficiência, 
diferentemente do composto sintetizado artificialmente o MST-312 (172).  
Sua utilização in vitro demonstrou efeito inibitório da capacidade proliferativa, 
redução do comprimento dos telômeros, indução de apoptose (173) e maior eficiência 
com relação a dose-efeito quando comparado com outros inibidores similares (172). 
Também levou à inibição da telomerase e parada do ciclo celular em tratamentos de 
curto prazo e longo prazo (130, 174, 175). Em diversos estudos o MST-312 
demonstrou efeitos citotóxicos em tratamentos in vitro a partir de 72 horas de 
incubação em diferentes tipos de câncer. Já foi testado em uso combinado com outros 





Figura 8 – Estrutura química do MST-312. (Acessado em 08/12/2020 
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/m3949?lang=pt&region=BR.). 
 
Em estudo prévio, o inibidor de telomerase MST-312 demonstrou que possui 
ação citotóxica a curto prazo e a exposição prolongada ao composto promoveu 
aumento da senescência e aberrações cromossômicas nas linhagens celulares de 
câncer de mama MCF-7 e MDA-MB-231 (130, 175). Na linhagem MCF-7, como 
principal efeito à crônica exposição in vitro foi observada a superexpressão de 
telomerase (130). Em células da linhagem MDA-MB-231 o MST-312 apresentou 
toxicidade a curto prazo e no tratamento prolongado a linhagem respondeu adquirindo 
um padrão proliferativo distinto da sua linhagem original (Figura 9) com menor tempo 
de duplicação, sugerindo a aquisição de mecanismos de resistência ao tratamento 
antitelomerase (175).  
Embora as linhagens MCF7 e MDA-MB-231 sejam ambas de câncer de mama, 
são linhagens com características diferentes, por exemplo, MCF7 tem p53 selvagem 
enquanto a MDA-MB-231 tem p53 mutada. Assim, para um mesmo alvo farmacológico 
a resposta pode ser modulada pelas características próprias de cada linhagem. Os 
resultados prévios, obtidos durante a realização do mestrado, levantaram novas 
hipóteses que requeriam análises adicionais para compreender o impacto da 
exposição prolongada ao inibidor de telomerase MST-312 no comportamento da 





Figura 9 – Resultados prévios sobre os efeitos do tratamento de curto e longo prazo na viabilidade 
celular (Adaptado de Morais, et al. 2017): A – Análise da viabilidade celular realizada pelo ensaio de 
MTT após 72 horas de exposição ao MST-312 em concentrações crescentes em células de MDA-MB-
231. Os dados são expressos como mediana com intervalos relativo ao controle negativo. O valor de 
IC50% de 8,24 µM  foi estimado por regressão não linear (*P <0,05, **P <0,01, ***P <0,0001, análise 
por Kruskal-Wallis e pós teste Dunn). B – O tratamento de longo prazo com 2 µM de MST-312 
demonstrou que após 89 dias de tratamento houve alteração do perfil proliferativo das células tratadas 
quando comparadas com o controle. C – Células coradas com azul de tripan mostraram instabilidade 
na viabilidade do grupo tratado entre 63 e 89 dias de tratamento. D – Tempo de duplicação calculado 
ao fim do período de exposição, de 32,07 horas para células tratadas (intervalo de confiança de 95% - 
27,27-38,93) e 58,34 horas para células do grupo controle (46,19-79,17). (175). 
 
 
1.4 RESISTÊNCIA A MÚLTIPLAS DROGAS 
 
 
A resistência é uma questão de importância crucial na terapia oncológica. 
Constitui falha terapêutica, que exige o investimento em terapias com mais efeitos 
colaterais, e resultando em tratamento por longos períodos. Fenótipos resistentes 
originam linhagens de câncer com potencial invasivo e metastático de difícil controle, 
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expressando-se em doença agressiva com redução da sobrevida do paciente, sendo 
uma das causas mais importantes de insucesso no tratamento (179). É caracterizada 
pela resistência cruzada a uma ampla variedade de fármacos não relacionados 
estrutural ou funcionalmente, fenômeno chamado resistência a múltiplas drogas (MDR 
– Multidrug Resistance) (180). 
Um dos mecanismos do fenômeno MDR é a superexpressão de um grupo de 
proteínas de membrana que atuam como bombas de efluxo denominadas 
transportadores ABC (ATP-binding cassete) (179-181). Essas proteínas lançam a 
droga para fora da célula mantendo uma concentração citotóxica intracelular inferior 
à concentração necessária para o efeito terapêutico. As proteínas da família ABC 
possuem domínios ATPase que hidrolisam moléculas de ATP causando efluxo das 
moléculas hidrofóbicas contra o gradiente de concentração (182). Essas proteínas 
apresentam estrutura que permite a interação com diferentes classes de moléculas.  
As proteínas da família ABC fazem transporte ativo para uma ampla 
diversidade de substratos como íons, aminoácidos, lipídeos, metabólitos, açúcares, 
xenobióticos e toxinas, o que configura sua importância fisiológica (181). Além do seu 
papel transportador, alguns representantes da família ABC também participam de 
vários mecanismos celulares que impactam na manutenção da homeostase osmótica, 
processamento de antígenos, divisão celular, regulação do colesterol e transporte de 
lipídeos (183). Recentes estudos indicam que os transportadores ABC também 
desempenham papéis além da sua importância no processo de aquisição de 
resistência. Essas proteínas atuam na regulação da proliferação, diferenciação, 
migração e invasividade das células cancerosas (181, 184-186). Há evidências de que 
elas atuem na complexa rede de sinalização e transporte intracelular de moléculas 
(179) sugerindo alguma interação na carcinogênese. 
Os transportadores ABC estão predominantemente presentes na membrana 
citoplasmática, mas também nas membranas intracelulares do retículo 
endoplasmático, peroxissomo e mitocôndria (183). Apresentam uma estrutura em 
dímero, onde cada metade contém um domínio de ligação ao nucleotídeo intracelular 
(NBDs) responsável pela ligação e hidrolise do ATP e os domínios transmembranares 
hidrofóbicos (TDMs) que consistem em 6 α-hélices transmembrana. Os NBD são 
altamente conservados entre os transportadores, ficam localizados na porção 
citoplasmática e são capazes de fazer a transferência de energia para a realização do 
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transporte ativo através da membrana. Os TDMs são as porções responsáveis por 
conferir especificidade aos substratos e interagem com as NBDs por uma hélice de 
acoplamento por onde é transmitido o movimento molecular. Os NBDs permanecem 
em uma conformação aberta, mas após a ligação do ATP, eles se aproximam 
formando a interface completa (183, 187). A hidrólise do ATP interrompe a formação 
do dímero e libera o ADP e o fosfato inorgânico (183). Em humanos, foram descritos 
48 membros da família ABC divididos em sete subfamílias (188) de acordo com seu 
gene, estrutura, sequência de aminoácidos, organização do domínio e análise 
filogenética (182).  
A subfamília ABCA está muito relacionada ao transporte de lipídeos, e está 
presente nas doenças como ateroesclerose e doença de Alzheimer. A subfamília 
ABCB tem sua representante mais descrita a ABCB1 (MDR1/ P-glycoprotein/ P-gp), 
mas, apresenta entre seus integrantes inúmeros transportadores que atuam no 
transporte nos hepatócitos e fluxo da bile, no sistema imunológico adaptativo, 
transporte de antígenos, transporte mitocondrial e do ferro. A subfamília ABCC está 
fortemente ligada ao fenótipo MDR pela proteína ABCC1 (MRP1 - Multidrug 
Resistance Protein 1), também está relacionado a doenças como a fibrose cística 
(ABCC7) e síndrome de Dubin-Johnson (ABCC2). A subfamília ABCD está 
amplamente localizada nos peroxissomos e tem relação com a doença 
adrenoleucodistrofia (ABCD1). A subfamília ABCG atua no desenvolvimento de 
resistência a múltiplas drogas em câncer pela proteína ABCG2 (MXR - mitoxantrone 
resistance-associated protein/ BCRP - Breast Cancer Resistance Protein), mas os 
outros integrantes  também participam no transporte reverso de colesterol dos 
macrófagos para o fígado (Tabela 1) (183). Atualmente está consolidada a 
participação das proteínas P-gp, MRP1 e BCRP na aquisição de fenótipos MDR em 
células cancerosas.  
A glicoproteína G (P-gp) foi identificada em 1976, e desde então é descrita com 
forte correlação ao fenótipo de resistência a diferentes classes de quimioterápicos 
(190). O gene da P-gp está localizado no cromossomo 7q21, possui 28 éxons e a 
proteína possui 1280 aminoácidos com 170 kDa (Figura 10). A P-gp transporta 
compostos neutros ou hidrofóbicos carregados positivamente e é capaz de extruir uma 
ampla gama de quimioterápicos. Está presente na membrana apical de células 
epiteliais, barreiras fisiológicas, tecidos excretores, barreira hematoencefálica e nos 
23 
 
tratos gastrointestinal, fígado e rim e desempenha papel fundamental na 
farmacocinética dos medicamentos (181).  
A proteína MRP1 foi descrita como promotor de resistência em células de 
câncer de pulmão, selecionadas por exposição a quimioterápico (191). O MRP1 
humano contém 1531 aminoácidos com 2 NBDs e 3 TMDs e é amplamente expresso 
em vários tecidos do corpo (Figura 10). Existe uma confluência considerável de 
moléculas que são substratos dessa proteína, quando comparada com a P-gp. A 
MRP1 eflui moléculas hidrofóbicas e principalmente conjugados de ânions orgânicos 
anfipáticos e pode ser dependente da glutationa para alguns compostos hidrofóbicos 
(192, 193). Esta fisiologicamente presente na barreira hemato-testicular, no epitélio 
oral e em túbulos coletores nos rins. 
O transportador ABCG2 foi identificado e descrito como mediador da 
resistência em câncer de mama em células altamente resistentes a doxorrubicina 
(194). A BCRP está expressa na placenta, onde desempenha papel vital na troca de 
nutrientes entre a mãe e o feto, no fígado, rim, trato gastrointestinal, células-tronco 
hematopoiéticas e barreira hemato-encefálica (195) e faz o efluxo de ânions orgânicos 
e moléculas sem carga. Já foi descrita em leucemia mieloide aguda, leucemia 
linfoblástica aguda e câncer de pulmão (181). Pertence ao grupo de transportador 
homodímero, com apenas um NBD e TMD (Figura 10). 
 
Tabela 1 – Principais proteínas de transporte ABC envolvidas nos mecanismos de resistência a 
múltiplas drogas: Locais de expressão fisiológica e substratos mais importantes. Adaptado (183).  
 
 
Transportador Localização Substratos 
P-gp 
(ABCB1) 
Intestino, rim, adrenal, fígado, 





compostos orgânicos neutros e 
catiônicos, digoxina, inibidores 
de tirosina quinase. 
BCRP 
(ABCG2) 
Intestino, rim, placenta, fígado,  
barreira hematoencefálica, 
mama e células-tronco. 
Antraciclinas, agentes 
alquilantes, análogos derivados 
de camptotecina, feoforbídeo A, 
ácido úrico, flavopiridol, 
inibidores de tirosina quinase. 
MRP1 
(ABCC1) 
Superfície basolateral das 
células do epitélio. 
Antraciclinas, epipodofilotoxinas, 
LTC4, metotrexato, GS-X e 




Extensos estudos tentam esclarecer os mecanismos genéticos e epigenéticos, 
a bioquímica e os fatores intrínsecos do processo de resistência, que, didaticamente, 
pode ser classificada em resistência intrínseca e resistência adquirida (196, 197). A 
resistência intrínseca diz respeito ao acúmulo de mutações genéticas dado pela alta 
taxa de proliferação e instabilidade genômica somada a alterações epigenéticas. A 
resistência adquirida ocorre pela exposição à agentes estressores, como as drogas 
quimioterápicas. Esse tipo de resistência tem relação com a absorção, metabolização 
e excreção dessas drogas e como a célula reage frente a esse agente estressor (198). 
O microambiente tumoral também desempenha papel de proteção aos agentes 
citotóxicos, contribuindo no processo de aquisição de resistência (179, 184). 
 
 
Figura 10 – Representação esquemática da estrutura e domínios das proteínas de transporte ABC: P-
gp, BCRP e MRP1. P-gp contém 2 domínios transmembrana, 6 α-hélices e 2 sítios NBD. BCRP possui 
1 domínio transmembrana, 6 α-hélices e 1 sítio NBD. MRP1 tem 2 domínios transmembrana com 6 α-
hélices, 1 domínio transmembrana com 5 α-hélices e 2 sítios ATP-binding (C, terminal carboxila; N, 
terminal amino; A, domínio de ligação de nucleotídeo). Adaptado (187). 
 
O desenvolvimento desses fenótipos perpassa por mecanismos multifatoriais 
que conferem à célula a capacidade de evasão ao tratamento. Esses mecanismos 
sofrem interferência de fatores intratumorais e fatores associados ao indivíduo (187, 
199). Como fatores do indivíduo podem-se citar as variações genéticas, 
principalmente em genes que codificam as enzimas de metabolização, absorção e 
efluxo das drogas, responsáveis pelos mecanismos de reparo e controle do ciclo 
celular e alelos relacionados ao sistema imune. Outros fatores que interagem com o 
genótipo estão relacionados a idade, a presença de comorbidades, a dieta e as 
interações medicamentosas (199, 200).  
Os fatores relacionados ao tumor que contribuem para a quimioresistência 
incluem alterações moleculares genéticas e epigenéticas (Figura 11) (201) como a 
superexpressão de proteínas transportadoras, inibição aos transportadores de influxo, 
alterações de membrana, sequestro dos fármacos em vesículas e compartimentos 
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intracelulares (202), alterações epigenéticas como moduladores da expressão de 
genes envolvidos nos mecanismos de apoptose e reparo; aumento do metabolismo; 
regulação dos checkpoints do ciclo celular; alteração na sinalização celular; 
desregulação de microRNAs; plasticidade das células-tronco cancerosas e 
heterogeneidade intratumoral (187). A resistência torna-se uma questão ainda mais 
relevante pois as células potencialmente resistentes, principalmente por tratamento 
prévio com um determinado fármaco, adquirem essa capacidade com relação a outros 
medicamentos, mesmo aos quais ainda não houve exposição prévia (203). 
  








2 JUSTIFICATIVA DESTE ESTUDO 
 
 
Os estudos apontam que a telomerase é um alvo sensível, no entanto o longo 
período de exposição aos inibidores de telomerase exigido para o encurtamento do 
telômero levanta a questão da toxicidade e da possibilidade de desenvolvimento de 
resistência. A heterogeneidade intratumoral das células cancerosas interpõe-se como 
um desafio para o estabelecimento de terapias que sejam resolutivas. Estudos que 
demonstram a aptidão celular para desenvolver mecanismos de sobrevivência frente 
à exposição prolongada aos inibidores de telomerase sugerem a complexidade das 
estratégias de tratamento baseada na telomerase (39, 70, 151).  
Em muitos estudos, não somente o MST-312, mas vários inibidores foram 
testados em associação com outros quimioterápicos (141, 168, 169, 204, 205) como 
estratégia para evitar a elevada toxicidade e os mecanismos de resistência 
ocasionados pelo uso prolongado. O uso combinado se beneficia da ação imediata 
dos inibidores no telômero e na telomerase, atuando em inúmeras vias alternativas 
que causam instabilidade celular. A telomerase pode ter influência direta ou 
indiretamente sobre as vias que conferem todas as características do câncer, e o uso 
de inibidores pode interferir também nessas funções. Entender como esses elementos 
interagem e obter informações sobre os mecanismos de resistência a esses 












3 HIPÓTESE DESTE ESTUDO 
 
 
A exposição prévia ao inibidor de telomerase MST-312 pode sensibilizar as 
células de câncer de mama MDA-MB-231 à ação de quimioterápicos. 
A inibição farmacológica da telomerase não implica em desenvolvimento de 
































4.1 OBJETIVO GERAL:  
 
 
Caracterizar o potencial terapêutico in vitro da inibição da telomerase a longo 
prazo em células de câncer de mama, avaliando o efeito dessa inibição na ação de 
quimioterápicos. 
Para efeito desse estudo, foi considerado longo prazo de exposição período de 
pelo menos 8 semanas, uma vez que a maioria dos estudos com inibidores de 
telomerase in vitro limitam as análises a poucos dias.  
 
   
4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS:  
 
 
• Avaliar o efeito citotóxico do MST-312 em culturas monoclonais de células 
MDA-MB-231. 
• Avaliar o efeito sinérgico do MST-312 em associação com quimioterápico em 
exposição de curto prazo em células MDA-MB-231. 
• Avaliar o efeito sensibilizador da exposição prévia ao MST-312 por longo 
período na atuação de quimioterápico em células MDA-MB-231. 
• Avaliar o efeito citotóxico do inibidor de telomerase MST-312 em cultura celular 
2D e 3D em células MDA-MB-231. 
• Avaliar a aquisição de resistência a múltiplas drogas e alterações morfológicas 
em células MDA-MB-231 previamente submetidas à exposição prolongada ao inibidor 









5.1 SUMÁRIO METODOLÓGICO 
 
 
Em estudos prévios, demonstramos que o MST-312 apresentou citotoxicidade 
mesmo quando utilizado a curto prazo e que o uso prolongado do inibidor de 
telomerase em células de câncer de mama foi capaz de promover pressão seletiva de 
células com características distintas da linhagem original (130,175). Os ensaios do 
atual estudo tiveram como objetivo complementar as análises previamente realizadas 
em células de câncer de mama da linhagem MDA-MB-231 (Figura 12). As células 
tratadas por 180 dias nos grupos D (controle tratado com DMSO – dimetilsulfóxido - 
que é o veículo do inibidor MST-312) e M (tratado com MST-312), foram submetidas 
a ensaio de qPCR para a mensuração do tamanho do telômero após exposição 
prolongada. 
Com o objetivo de avaliar o impacto da heterogeneidade celular na resposta ao 
inibidor de telomerase, foi realizada seleção clonal de células MDA-MB-231, 
estabelecimento de cultura monoclonal dessa linhagem, com posterior tratamento 
dessas células em dois grupos: D (controle tratado com DMSO) e M (tratado com 
MST-312) e avaliação do perfil proliferativo das culturas monoclonais. 
Para avaliar a ação sensibilizante do inibidor MST-312 a curto prazo, células 
MDA-MB-231 foram tratadas em associação com os quimioterápicos Docetaxel e 
Irinotecan em diferentes concentrações por 48 horas em dois grupos: D (controle 
tratado com DMSO e quimioterápico) e grupo M (tratado com MST-312 e 
quimioterápico) e analisadas pelo método de MTT. 
Para avaliar a ação sensibilizante do inibidor MST-312 a longo prazo, células 
da linhagem MDA-MB-231 foram divididas nos grupos D (tratado com DMSO), grupo 
M (tratado com MST-312) e grupo P (sem tratamento) e cultivadas nas mesmas 
condições. O cultivo foi realizado por 8 semanas (56 dias no mínimo), tempo suficiente 
para observar os efeitos citotóxicos do MST-312, mas não para que houvesse erosão 
telomérica. Posteriormente, os grupos foram avaliados quanto à resposta ao 
quimioterápico doxorrubicina em diferentes concentrações pelo método de MTT, 
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quanto à morfologia em micrografias por microscópio de contraste de fase e quanto 
ao ciclo celular por citometria de fluxo.  
Para avaliar os efeitos do tratamento prolongado com inibidor e a sensibilidade 
a doxorrubicina em modelo tridimensional pela técnica  de  cultura celular 3D, foram  
confeccionados  esferoides  de  células MDA-MB-231 (previamente tratadas por 8 
semanas nos grupos D, M e P). Os esferoides foram avaliados quanto à viabilidade 
pelo método de APH e quanto à proliferação pela mensuração do volume das 
estruturas tridimensionais. Para avaliar a aquisição de fenótipo de resistência a 
múltiplas drogas as células MDA-MB-231 (previamente tratadas por 8 semanas nos 
grupos D, M e P) foram analisados quanto a atividade e expressão de proteínas de 




Figura 12 – Desenho experimental do projeto: Respectivos métodos utilizados em cada ensaio para o 






5.2 DETALHAMENTO DAS TÉCNICAS 
 
 
5.2.1 Cultura celular 2D  
 
 
A cultura celular 2D consiste no cultivo das células em monocamada. As células 
MDA-MB-231 foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's médium 
- Sigma) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 100 U/mL de penicilina 
e 100 mg/mL de estreptomicina. As trocas de meio ocorriam a cada 2 ou 3 dias. Todas 
as células foram mantidas na estufa umidificada com CO2 a 5% e temperatura de 37° 
C. As células MDA-MB-231 foram cultivadas em placas de 10 cm de diâmetro até 
atingirem a confluência de aproximadamente 80%, eram tripsinizadas (exposição a 
protease para clivar as proteínas de adesão na superfície da placa) e transferidas para 
nova placa. O acompanhamento da morfologia das culturas foi realizado por meio de 
microscópio de contraste de fase 
 
 
5.2.2 Tratamento com MST-312 
 
 
As células foram divididas nos seguintes grupos: grupo controle, denominado 
D, que foram tratados com DMSO a 0,01% que é o veículo do MST-312; grupo teste, 
denominado M, que foram tratados com MST-312 em uma concentração de 2 µM 
diluído em DMSO a 0,01%; e grupo controle, denominado P que foi cultivado nas 
mesmas condições dos grupos teste e controle, porém com meio sem tratamento, 
cultivada apenas com meio suplementado. As células permaneceram expostas 
continuamente aos respectivos tratamentos por todo o período do estudo. A cada 
passagem que ocorria a cada 2 a 3 dias, 20.000 células viáveis eram transferidas para 







5.2.3 Análise do tamanho relativo dos telômeros por PCR em tempo real 
 
 
Células de MDA-MB-231 foram previamente tratadas por 180 dias. 
Posteriormente, para mensurar o tamanho relativo dos telômeros foi realizada a 
extração de DNA genômico: as células foram tripsinizadas e lavadas com PBS 
(Solução Salina Tamponada com Fosfato) e em seguida, foi adicionada solução de 
lise (2% SDS), seguida de tampão contendo 20 mmol/L de EDTA e 50 mmol/L de Tris. 
O DNA foi precipitado com 5 mol/L de cloreto de sódio e etanol. O DNA foi quantificado 
por nanoespectrofotômetro.  
A quantificação relativa do conteúdo dos telômeros nas amostras de DNA foi 
realizada por PCR em tempo real. Cada 25 μl de reação qPCR continha Taq DNA 
polimerase (0,75U) em 1x tampão Taq, 0,2 mmol/L cada dATP, dCTP, dGTP, dTTP; 
1,5 mmol/L MgCl; 1,5 mmol/L MgCl2, EvaGreen (Biotium, Fremont, CA , EUA) 1x, 10 
mmol/L de ditiotreitol; 0,5 ml de DMSO; 5 ml de DNA template e conjuntos de primer.  
Duas reações foram realizadas: telômero e um gene de cópia única (SCG) 
36B4 (parâmetro de referência). As concentrações finais do primer foram as 
seguintes:  
● Telômero forward 0,3 mmol/L e reverse 0,4 mmol/L;  
● 36B4: forward 0,3 mmol/L e reverse 0,5 mmol/L.  
As sequências de primer foram as mesmas descritas por Lau et al.:  
● Telômero forward GGTTTTTGAGGGTGAGGGTGAGGGTGAGGGTGAGGGT e 
reverse TCCCGACTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTA; 
● 36B4 forward CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC e reverse 
CCATTCTATCATCAACGGGTACAA.  
As condições de PCR foram as seguintes:  
● Telômero: 95°C por 15 min, 40 ciclos de 95°C por 15s, 54°C por 30s e 72°C por 2 
min;  
● 36B4: 95°C por 15 min, 35 ciclos de 95°C 15 s, 58°C durante 30s e 72°C durante 
1 min.  
● Para análise de dados, adotou-se a metodologia conhecida como delta-delta-Ct, 
que baseia-se na diferença entre o Ct do produto de interesse (telomeros) e do 
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padrão interno (SGC - 36B4) em relação à mesma diferença calculada para uma 
amostra referência (padrão externo – linhagem original não tratada), permitindo a 
quantificação relativa corrigida do material amplificado (130). 
 
 
5.2.4 Seleção Clonal 
 
  
As células MDA-MB-231 foram cultivadas com meio DMEM em placas de 10 
cm de diâmetro até atingirem uma confluência de aproximadamente 80%, foram 
tripsinizadas e ressuspensas a uma concentração de 50 células/mL. Em placa de 96 
poços foram lançados 200 μL dessa diluição em cada poço da placa. Após 2 horas, 
foi realizado uma leitura da placa por microscopia de contraste de fase para identificar 
os poços que possuíam uma única célula. Esses poços foram submetidos a leitura em 
5, 12 e 24 horas após o plaqueamento e depois diariamente, para acompanhamento 
das linhagens monoclonais até que alcançassem confluência, quando foram 
tripsinizadas, amplificadas em placas de 10 cm de diâmetro, submetidas à analise 
morfológica, de cariótipo e tederminação de tempo de duplicação, e congeladas para 
realização de experimentos. Para esse estudo, foi selecionada a linhagem clonal (F9) 







As células MDA-MB-231 foram cultivadas com meio DMEM em placas de 10 
cm de diâmetro até atingirem uma confluência de aproximadamente 80%, foram 
tripsinizadas e ressemeadas 300.000 células em placas de 3,5 cm de diâmetro por 24 
horas. Posteriormente, as células foram incubadas com colchicina 0,05% por 2 horas 
(70 μL a cada mL de meio de cultivo). As células foram tripsinizadas e ressuspensas 
em 3 mL de tampão hipotônico de KCl (0,075 M) e incubadas a 37° C por 40 minutos 
em ambiente úmido com 5% de CO2. As células foram centrifugadas (6 minutos a 
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velocidade de 1.000 rpm), descartado o sobrenadante e ressuspensas novamente em 
500 μL de fixador (metanol/ ácido acético 3/1 v/v) e centrifugadas novamente (6 
minutos a velocidade de 4.000 rpm). Ao final o sobrenadante foi desprezado e 
adicionado 500 μL de fixador sem ressuspensão e submetidas a nova centrifugação 
(6 minutos a velocidade de 4.000 rpm). As células foram ressuspensas em 200 μL de 
fixador.  
As lâminas foram tratadas com álcool absoluto em imersão por 30 minutos e 
posteriormente lavadas com detergente líquidos e após lavadas foram imersas em 
água ultrapura por 5 minutos e secas com papel toalha. Uma gota da suspensão das 
células foi colocada em lâmina preparada previamente e coradas com corante Giemsa 
5% por 5 minutos. As amostras foram digitalizadas com scanner ScanscopeCS 




5.2.6 Análise de atividade mitocondrial por ensaio de MTT 
 
 
 As células foram semeadas em placa de 96 poços (10.000 células por poço) 
com grupos de 8 poços para cada concentração testada. Constaram de um grupo 
controle em que as células foram tratadas apenas com os veículos. A viabilidade 
celular foi mensurada pelo ensaio de MTT após o período de tratamento. O meio de 
cultura foi trocado e o MTT dissolvido em tampão fosfato, colocado em cada poço (1 
mg/ml).  
Após duas horas de incubação, os cristais de formazan foram dissolvidos por 
adição de 100 μL de dodecil-sulfato de sódio a 20% (p/v) em dimetilformamida a 50% 
(v/v). Os valores de absorbância foram extraídos a partir de espectrofotometria 
utilizando um leitor de microplacas em um comprimento de onda de 630 nm e 
submetidos à análise estatística. Os dados foram expressos relativamente como 







5.2.7 Tempo de duplicação 
 
  
O tempo de duplicação foi estimado como tempo em horas para duplicar a 
quantidade de células em cultura. As células foram cultivadas em placas de 96 poços 
em condições de subconfluência (1000 células/poço) e mantidas na estufa umidificada 
com CO2 a 5% e temperatura de 37° C por 1 semana com troca de meio a cada 3 
dias. A celularidade foi aferida em intervalos regulares em grupos de 8 poços por meio 
do ensaio de MTT após validação da atividade metabólica como parâmetro de 
celularidade em comparação à contagem direta ao microscópio. O uso do MTT 
demonstrou maior robustez à análise estatística por gerar dados com menor variância 
que aqueles provenientes do uso de corantes intracelulares tradicionais. Os dados de 
absorbância relativa foram plotados em um gráfico e ajustados a uma regressão não 
linear com equação exponencial para estimar o tempo de duplicação. 
 
 
5.2.8 Avaliação do ciclo celular por citometria de fluxo  
 
 
As células previamente cultivadas por 8 semanas foram fixadas com etanol 
70% em quantidade de 1x106 células e após 2 lavagens com PBS foram incubadas 
por 30 minutos em banho maria a 37°C com uma solução de ciclo celular – citrato de 
sódio 4 mM, Iodeto de Propídeo - PI (50 µg/mL), Triton x-100 0,3% e RNAse (100 
µg/mL) e analisadas no citômetro de fluxo. Um mínimo de 10.000 eventos foi adquirido 
por amostra e a distribuição das células nas fases G0/G1, S e G2/M foi analisada pelo 
software Summit v 4.3. As células de interesse foram selecionadas (gate) de acordo 
com a dispersão frontal (FSC) e lateral (SSC) do laser, que podem ser utilizados como 
uma estimativa aproximada do tamanho e granulosidade. Artefatos foram, desta 
forma, eliminados. As células selecionadas foram analisadas de acordo com a 
intensidade de fluorescência emitida pelo iodeto de propídeo integrado ao DNA. O 







Figura 13 – Seleção de células por gating: A - O eixo Y se refere a dispersão lateral do laser SSC (side 
scatter), enquanto o eixo X se refere a dispersão frontal do laser FSC (forward scatter). A seleção 
permite deixar a amostra mais homogênea e livre de partículas que não fazem parte da população das 
células. B – Gráfico referente ao canal FL3 onde o eixo Y se refere a área e o eixo X se refere a largura 
do comprimento de onda da fluorescência emitida pelo iodeto de propídeo. Essa seleção elimina da 
amostra agregados celulares ou doublets. C – Representação em histograma das células em suas 
respectivas fases do ciclo celular. 
 
 
5.2.9 Cultura celular 3D  
 
 
A cultura celular 3D é uma metodologia na qual as células podem crescer e 
interagir em todas as dimensões em um microambiente artificial que proporcione a 
formação de um agregado celular compacto. Esse método permite a avaliação da 
interação das células entre si e com o microambiente, mimetizando o que ocorre in 
vivo. Para o ensaio de cultura celular 3D as células foram semeadas em placa de 96 
poços (5.000 células por poço) sobre um arcabouço de agarose (1%) e foram 
cultivadas em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's médium - Sigma) 
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 100 U/mL de penicilina e 
100mg/mL de estreptomicina. Todas as células foram mantidas na estufa umidificada 
com CO2 a 5% e temperatura de 37° C. As células foram divididas em três grupos, o 
grupo P (sem tratamento, cultivada apenas com meio suplementado), grupo controle 
(D - tratadas apenas com DMSO a 0,01% - veículo do MST-312) e o grupo teste (M - 
tratadas com MST-312 a 2 µM e DMSO a 0,01%) onde permaneceram em tratamento 
por 4 dias para a formação do esferoide compacto. 
 




5.2.10 Análise de viabilidade metabólica por ensaio de APH  
 
 
O ensaio de APH consiste na transformação de p-nitrofenil fosfato (PNPP) em 
p-nitrofenol. Após a formação do esferoide compacto, estes foram transferidos para 
uma placa sem o arcabouço de agarose; os esferoides foram centrifugados por 10 
minutos a 2000 rpm, descartado o sobrenadante e lavados com PBS 2 vezes. Foi 
adicionado 100 µl de solução tampão com substrato de reação PNPP 2 mg/ml ao poço 
com o esferoide. As placas foram incubadas por 90 minutos em estufa e protegidas 
da luz. Foi adicionado a cada poço 10 µl de NaOH (1M). A mensuração da densidade 
óptica foi obtida a 405 nm por espectrofotômetro (Multiskan spectrum UV/visible). 
 
 
5.2.11 Análise morfométrica em cultura celular 3D  
 
 
Ao final do cultivo, os esferoides foram analisados por microscopia de contraste 
de fase através de fotodocumentação com máquina fotográfica digital acoplada ao 
microscópio e conectada a um computador. Cada esferoide, representando sua 
respectiva condição de cultivo foi fotografado e teve seu volume estimado através da 
seleção e análise da área total dos esferoides no seu maior eixo e determinadas 
através do software ImageJ. Imagens foram coletadas de todos os esferoides 
formados em todas as condições. 
 
 
5.2.12 Avaliação de atividade das ATPases por citometria de fluxo 
  
 
Para avaliar a atividade das proteínas MRP1 e P-gp as células foram incubadas 
em estufa úmida 5% CO2 a 37°C em 3 condições por 45 minutos: meio RPMI (Gibco) 
com 10% de SFB; meio RPMI (Gibco) com 10% de SFB adicionando-se o fluorocromo 
Rodamina 200 ng/mL (substrato da ATPase MRP1 - proteína associada a resistência 
a múltiplas drogas); meio RPMI (Gibco) com 10% de SFB, adicionando-se Rodamina 
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200 ng/mL e o modulador Ciclosporina A 200 ng/mL. Foi adicionado PBS pH 7,4 a 5°C 
e foi realizado a centrifugação, desprezando o sobrenadante. Foi adicionado às 
células meio RPMI com ou sem ciclosporina, onde ficaram incubadas por mais 45 
minutos. Um mínimo de 10.000 eventos por amostra foram adquiridos em citômetro 
de fluxo e os dados foram analisados pelo software Summit v 4.3.  
Para avaliar a atividade dos transportadores BCRP, as células foram incubadas 
em estufa úmida 5% CO2 a 37°C em 3 condições por 30 minutos: meio RPMI (Gibco) 
com 10% de SFB; meio RPMI (Gibco) com 10% de SFB adicionando-se o fluorocromo 
Pheophorbide A - PhA 1µM (substrato específico para proteína relacionada ao câncer 
de mama -  BCRP); meio RPMI (Gibco) com 10% de SFB, adicionando-se 
Pheophorbide A - PhA 200 ng/mL e o modulador Fumitremorgin C - FTC 10 µM. Ao 
final da incubação foi adicionado PBS pH 7,4 a 5°C e foram centrifugadas. 
Desprezado o sobrenadante, foi adicionado às células meio RPMI com ou sem FTC, 
onde ficaram incubadas por mais 30 minutos. Um mínimo de 10.000 eventos foi 
adquirido por amostra em citômetro de fluxo e os dados foram analisados pelo 
software Summit v 4.3.  
A aquisição foi feita utilizando-se os canais FL-2 (585nm) e FL-4 (615nm). 
Foram consideradas positivas para atividade de extrusão as amostras que 
apresentarem a Razão da Média de Intensidade de Fluorescência (RIF) ≥ 1,1, em que 
RIF = Média de Intensidade de Fluorescência (MIF) do tubo com modulador / MIF do 
tubo sem modulador.  
 
 
5.2.13 Avaliação da expressão de MRP1 e P-gp por citometria de fluxo  
 
 
O ensaio de detecção das bombas de efluxo foi realizado em citômetro de fluxo 
com anticorpo monoclonal conjugado a fluoresceína. Para o ensaio de expressão de 
P-gp, tubos com 0,5x106 células foram centrifugadas por 5 minutos e descartado o 
sobrenadante, foi adicionado solução de PBS e SFB a 2% para bloqueio de ligações  
inespecíficas. As células foram incubadas nesta solução por 30 minutos em 
temperatura ambiente. Após nova centrifugação, as células foram incubadas por 30 
minutos em temperatura ambiente com anticorpo em ausência de luz por 30 minutos 
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em temperatura ambiente. As células foram centrifugadas com PBS e o sobrenadante 
foi descartado, o procedimento foi repetido duas vezes. Foi realizada a aquisição em 
citômetro de fluxo.  
Para a análise de expressão de MRP1 as células foram distribuídas a 0,5x106 
células/tubo, centrifugadas e descartado o sobrenadante. Foi adicionado o fixador de 
polietilenoglicol e formol, onde ficaram incubadas por 30 minutos. Foi adicionado PBS 
tween 0,5% e incubadas por 30 minutos para permeabilizar as membranas, visto que 
o MRP1 é um epítopo intracelular. As células foram centrifugadas novamente e foi 
adicionado PBS com SFB 2% para bloqueio de ligações inespecíficas, onde 
permaneceram 30 minutos em temperatura ambiente. Após nova centrifugação as 
células foram incubadas com anticorpo. Foi adicionado PBS com tween 0,5% e 
realizada a aquisição em citômetro de fluxo.  
Um mínimo de 10.000 eventos foi adquirido por amostra; a leitura foi feita 
utilizando-se o canal FL-1 (530nm) e os dados foram analisados pelo software Summit 
v 4.3. As células de interesse foram selecionadas (gate) de acordo com a dispersão 
frontal (FSC) e lateral (SSC) do laser, que podem ser utilizados como uma estimativa 
aproximada do tamanho e granulosidade. Artefatos foram, desta forma, eliminados. 
Foram consideradas positivas para a expressão as amostras que apresentaram a 
Razão da Média de Intensidade de Fluorescência ≥ 1,1, em que RIF = Média de 




5.2.14 Análise estatística  
 
 
As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software GraphPad 
Prism7 (Windows). A escolha da medida de tendência central e medidas de dispersão 
foram feitas de acordo com a distribuição dos dados em um histograma de frequência. 
Os testes utilizados foram os não paramétricos de Mann-Whitney para análise binária 
ou de Kruskal-Wallis (seguido do teste de Dunn) para múltipla comparação. Os 
Valores de P estatisticamente significativos nas análises foram inferiores 0,05.  O teste 
utilizado para cada análise foi especificado na apresentação dos resultados.  
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6 RESULTADOS  
 
 
6.1 MST-312 E HETEROGENEIDADE TUMORAL 
 
 
6.1.1 Avaliação do Tamanho dos Telômeros  
 
 
Considerando os resultados obtidos em estudo prévio (175, 206) acerca do 
perfil de resposta da linhagem MDA-MB-231 à exposição à longo prazo ao MST-312, 
que sugeriram pressão seletiva imposta pelo tratamento, avaliou-se o efeito da 
exposição prolongada ao MST-312 no comprimento dos telômeros das células da 
linhagem MDA-MB-231. Após a exposição prolongada de 180 dias ao inibidor de 
telomerase MST-312 a 2 µM (concentração subtóxica, a menor dentre as testadas 
para a qual não foi observada citotoxicidade - IC50% de 8,24 µM - 175), foi realizado 
ensaio de qPCR para mensurar o tamanho relativo dos telômeros das linhagens 
(Figura 13).  
 
 
Figura 14 – Tamanho relativo de telômeros por ensaio de qPCR em células da linhagem MDA-231 
após 180 dias de tratamento com MST-312: Ocorreu aumento dos comprimentos medianos dos 
telômeros no grupo tratado em relação à linhagem original. Análise estatística dos dados foi realizada 
por teste de Kruskal-Wallis e pós teste Dunn ( *=p < 0,05). 
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Foi observado um aumento significativo no tamanho dos telômeros comparado 
a linhagem original no grupo DMSO e no grupo tratado com MST-312 p<0,05), o que 
pode sugerir a seleção de clones com essas características durante a exposição 
prolongada, que é um fenômeno possível em vista da grande heterogeneidade de 
células tumorais que compõem a linhagem. De fato, mesmo a exposição apenas ao 
DMSO já demonstra essa diferença, que é mais clara no grupo tratado com o inibidor, 
levando à hipótese de que a aquisição de telômeros maiores pela linhagem decorre 
de pressão seletiva.  
 
 
6.1.2 Influência da heterogeneidade celular no efeito do MST-312 
 
 
Para avaliar o impacto da heterogeneidade na resposta ao MST-312, foi 
realizado um ensaio de seleção clonal na linhagem MDA-MB-231, com o objetivo de 
testar a hipótese de que o aumento no tamanho dos telômeros havia ocorrido em 
função da seleção de células com tais características. Células da linhagem MDA-MB-
231 que não foram expostas ao MST-312 foram submetidas à distribuição em placas 
de 96 poços, conforme descrito no subitem 5.2.3, de modo a gerar culturas 
clonogênicas. O método de cultura monoclonal permite selecionar dentro da mesma 
linhagem, culturas com características fenotípicas e comportamento homogêneo, 
reduzindo os impactos da heterogeneidade celular. As linhagens monoclonais foram 
produzidas e o clone F9 foi selecionado por ter apresentado maior homogeneidade de 




Figura 15 – Micrografia de cariótipos da linhagem MDA-231 após seleção clonal: Na linhagem original 
(em destaque) é possível observar a variabilidade entre os cariótipos, enquanto no clone é possível 
observar um padrão homogêneo na apresentação dos cariótipos de MDA-MB-231. Imagens obtidas 
com scanner ScanscopeCS Aperio aumentadas 20 vezes e analisadas com o software ImageScope. 
 
 
6.1.3 Perfil proliferativo da cultura monoclonal  
 
 
Após a seleção clonal foi realizada a comparação entre o padrão de 
comportamento proliferativo do clone e da linhagem original (Figura 15-A), 
demonstrando que há semelhança entre a linhagem original e a linhagem clonal 
quando observado o tempo de duplicação. Após a exposição da linhagem monoclonal 
ao inibidor de telomerase MST-312 foi possível observar uma a inibição quase 
completa do crescimento da cultura após 10 dias (Figura 15-B), contrastando com o 





Figura 16 – Perfil proliferativo da cultura monoclonal de MDA-MB-231 - Clone F9 - por ensaio de MTT: 
(A) Gráfico comparativo representando o padrão proliferativo da linhagem original MDA-231 e a 
linhagem clonal F9. Os valores do Tempo de duplicação foram de 53,51 horas (45,26 – 65,38) para 
linhagem original MDA-MB-231 e 39,54 horas (35,31 – 45,01) para linhagem clonal (B) Tratamento com 
MST-312 a 2 µM demonstrou mudança no crescimento da cultura clonal. As células tratadas (em 
vermelho) mostraram um padrão proliferativo mais lento após 12 dias de cultivo quando comparadas 
com o controle, entrando em platô após 20 dias de exposição ao inibidor. 
 
 
6.2 EFEITO DA ASSOCIAÇÃO DE MST-312 COM QUIMIOTERÁPICOS – 
TRATAMENTO DE CURTO PRAZO 
 
 
Em estudos prévios (130,175), foram observados os efeitos citotóxicos in vitro 
do inibidor de telomerase MST-312 e seu potencial antitumoral em curto prazo. Com 
o intuito de observar o efeito sinérgico do inibidor em associação com outros 
quimioterápicos, as células foram expostas ao MST-312 em associação aos 
quimioterápicos Docetaxel e Irinotecan em várias concentrações, por 48 horas, e 
analisadas por ensaio de viabilidade metabólica MTT (Figura 16). Células da linhagem 
MDA-MB-231 que não haviam sido expostas previamente ao inibidor de telomerase 
foram divididas em grupos controle (DMSO – veículo do MST-312) e tratado (MST-
312 a 2 µM). Ambos os grupos foram submetidos a diferentes concentrações dos 
quimioterápicos Docetaxel e Irinotecano separadamente e após 48 horas foram 
analisadas por ensaio de MTT. Foi observada maior sensibilidade ao tratamento, em 
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várias concentrações, nos grupos tratados com a associação em comparação àqueles 
tratados apenas com os quimioterápicos. O efeito da associação é mais evidente para 
o tratamento com Docetaxel (Figura 16-A).  
 
 
Figura 17 – Efeitos da associação de MST-312 com Docetaxel (A) e Irinotecan (B) em células de MDA-
MB-231: Análise do padrão de viabilidade celular por ensaio de MTT após 48 horas de tratamento com 
quimioterápicos e MST-312. Os valores de IC50% são 22,51 μM e 10,09 μM para grupos de docetaxel 
com e sem MST‐312, respectivamente, e 111,86 μM e 53,49 μM para grupos de irinotecano com e sem 
MST-312, respectivamente. Análise estatística dos dados de absorbância foi realizada por teste de 
Two-way ANOVA e pós teste Bonferroni (*=p< 0,01). 
 
 
6.3 EFEITO DA ASSOCIAÇÃO DE MST-312 COM QUIMIOTERÁPICOS – 
TRATAMENTO DE LONGO PRAZO 
 
 
6.3.1 Impacto do tratamento com MST-312 no cultivo celular  
 
 
Foram determinados para a análise de exposição a longo prazo os seguintes 
grupos: Grupo P (sem tratamento), Grupo D (tratado com DMSO - dimetilsulfóxido, o 
veículo do inibidor) e Grupo M (tratado com o inibidor de telomerase MST-312 a 2 µM). 
Os grupos foram cultivados em placas de 10 cm de diâmetro até atingirem a 
confluência de aproximadamente 80%, quando eram transferidas para nova placa 
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após tripsinização. O meio com os respectivos tratamentos era trocado a cada 2 dias. 
As células ficaram expostas ao tratamento durante todo o período do estudo de 8 
semanas. O MST-312 não interferiu na capacidade de crescimento das culturas ao 
longo do período de exposição. 
 
 
6.3.2 MST-312 em associação com Doxorrubicina  
 
 
Para avaliar a ação da doxorrubicina no modelo in vitro após exposição ao 
MST-312, foi realizada a exposição ao inibidor de telomerase por 8 semanas e após 
esse período foi realizado o tratamento com doxorrubicina por 72 horas e posterior 
avaliação da viabilidade metabólica das culturas (Figura 17). Foi observado um padrão 
de resposta à doxorrubicina semelhante nos grupos sem tratamento prévio e tratados 
com inibidor de telomerase (P – puro e D – DMSO). Houve diferença apenas na 
concentração de 0,23 µM de doxorrubicina quando comparados os dados dos grupos 
D e M, demonstrando maior sensibilidade à doxorrubicina no grupo previamente 
tratado com MST-312 nesta concentração; e resposta semelhante nas demais 
concentrações sem diferença estatística. Não foi observado aumento da sensibilidade 
ao quimioterápico provocado pela exposição prévia ao inibidor de telomerase MST-































































































































Figura 18 – Viabilidade metabólica das culturas de células MDA-231: Avaliadas por ensaio de MTT 
após 8 semanas de exposição ao MST-312 e 72 horas de exposição à doxorrubicina, mensuradas por 
espectrofotometria. Análise estatística dos dados de absorbância foi realizada por teste de Mann 




6.3.3 Avaliação morfológica após exposição prolongada ao MST-312  
 
 
 Foi observado que células do grupo P (sem tratamento) levaram mais tempo 
para atingir confluência, quando comparado aos grupos D e M (veículo e MST-312, 
respectivamente). Na coluna A da Figura 18 é possível observar as micrografias dos 
grupos controles sem doxorrubicina, mostrando o grupo P com uma confluência 
inferior aos grupos D e M, com quantidades semelhantes de células iniciais ao 
plaqueamento (104 células/ poço) e o mesmo período de cultivo (96 horas).  
 
 
Figura 19 – Painel de micrografias das culturas MDA-231: Imagens capturadas após 8 semanas de 
exposição ao MST-312 e 72 horas de exposição a doxorrubicina em diversas concentrações 
comparada com o controle (meio e água). Na imagem (P – grupo sem tratamento; D – grupo tratado 
com o veículo DMSO; M – grupo tratado com MST-312). Micrografias captadas com microscópio de 
contraste de fase em aumento de 40 vezes. 
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Na coluna B da Figura 18, observam-se as micrografias dos grupos na 
concentração para as quais as células tratadas com o MST-312 foram mais sensíveis 
a Doxorrubicina; e na coluna C, as micrografias ilustrando que houve resposta 
semelhante dos grupos nas outras concentrações de doxorrubicina. Não foi observada 
alteração de morfologia nas células tratadas com o inibidor após 8 semanas. 
 
 
6.3.4 Avaliação do ciclo celular após exposição prolongada ao MST-312  
 
 
Com o propósito de esclarecer o impacto da exposição ao MST-312 no ciclo 
celular foi realizado ensaio de avaliação do ciclo celular por citometria de fluxo. Essa 
metodologia permite inferir se a célula está na fase G0/G1, S e G2/M (Figura 19). 
 
 
Figura 20 – Avaliação de ciclo celular das células MDA-231 previamente expostas ao inibidor de 
telomerase MST-312 por 8 semanas: Acima, histogramas obtidos através de citometria de fluxo 
indicando as fases do ciclo; abaixo, os gráficos referentes aos valores percentuais. Não houve diferença 
estatística entre os grupos controle e tratado. A análise estatística foi realizada pelo teste de Mann 




Nesse ensaio as células previamente expostas por 8 semanas foram incubadas 
com iodeto de propídeo, que é um fluorocromo com capacidade de se intercalar nos 
ácidos nucléicos permitindo indicar a fase do ciclo através da fluorescência emitida 
pela quantidade de DNA na partícula analisada. Não foi observada diferença 
estatística significativa entre as fases do ciclo celular predominantes entre os grupos 
observados nesse modelo. 
 
 
6.3.5 Formação de esferoides após exposição prolongada ao MST-312  
 
 
No intuito de observar se células tratadas com o inibidor de telomerase seriam 
capazes de formar agregados celulares, foi realizado o ensaio de cultura celular 
tridimensional. A cultura de células em monocamada apresenta dinâmica celular muito 
distante da realidade do tumor in vivo, devido à menor interação entre as células e 
ausência da formação de um microambiente típico do tumor. A cultura celular 3D tenta 
reduzir essa limitação metodológica possibilitando a avaliação do comportamento 
celular e suas interações entre células e formação de microambiente, mimetizando 
artificialmente um “parênquima”, ainda que muito rudimentar. A aplicação de técnicas 
que se aproximam cada vez mais dos aspectos encontrados in vivo, pode fornecer 
respostas valiosas sobre como as estratégias terapêuticas impactam no 
comportamento do tumor. 
Após 8 semanas de exposição ao MST-312, foram realizadas culturas de MDA-
231 em 3D (ou esferoides). As culturas foram analisadas quanto a capacidade de 
formar estruturas tridimensionais e quanto a viabilidade e volume após 96 horas de 
exposição à doxorrubicina. A formação dos esferoides ocorreu em todas as condições, 
demonstrando que o MST-312 não interferiu na capacidade celular de formar 
agregados na linhagem MDA-MB-231.  
A avaliação quanto a viabilidade das culturas 3D (Figura 20-A) demonstrou 
diferença significativa na resposta ao quimioterápico Doxorrubicina quando 
comparado o grupo D e M em apenas uma concentração de 300 µM. A avaliação 
quanto ao volume das culturas 3D (Figura 20-B) demonstrou que não houve diferença 
na formação dos esferoides na ausência de doxorrubicina, afastando a hipótese de 
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alteração da capacidade de formar agregados pela exposição prévia ao inibidor de 
telomerase. Foi observada diferença significativa na resposta ao quimioterápico 
Doxorrubicina quando comparados os grupos D e M em apenas uma concentração 
(75 µM). 
 
Figura 21 – Avaliação da viabilidade dos esferoides por APH mensuradas por espectrofotometria (A) 
e Avaliação do volume final dos esferoides de MDA-231 por fotodocumentação em microscópio de 
contraste de fase (B) após 96 horas de exposição à Doxorrubicina. Análise estatística dos dados de 
absorbância (viabilidade) e de volume (coletados pelo software ImageJ) foi realizada pelo teste de 
Mann-Whitney (entre grupos D e M) e Kruskall Walis (entre os grupos P, D e M) (*=p<0,05).  
 
Na figura 21 é possível observar a fotodocumentação dos esferoides nos 
grupos controle e no grupo tratado na concentração de 75 µM de doxorrubicina. À 
manipulação, foi possível observar que os esferoides tratados eram mais friáveis que 
os não tratados, o que não pode ser confirmado pelo resultado de viabilidade. A 
redução de volume dos esferoides na concentração de 75 µM de doxorrubicina levanta 
a possibilidade de alguma atuação do MST-312 na sensibilização à doxorrubicina. 




Figura 22 – Fotodocumentação dos esferoides de MDA-231 cultivados em meio puro (controle) e meio 
com doxorrubicina a uma concentração de 75 µM (P – grupo sem tratamento; D – grupo tratado com o 
veículo DMSO; M – grupo tratado com MST-312). Micrografias captadas com microscópio de contraste 
de fase em aumento de 40 vezes. 
 
 
6.3.6 Atividade de bombas de efluxo após exposição prolongada ao MST-312  
 
 
A investigação de aquisição de mecanismos de resistência nas células 
previamente expostas por 8 semanas ao inibidor de telomerase MST-312 foi realizada 
através de pesquisa de expressão e atividade de proteínas de transporte ABC (ATP-
binding) amplamente descritas na literatura como proteínas relacionadas a aquisição 
de resistência a múltiplas drogas (Figura 22).  
Os ensaios de atividade buscam esclarecer se as proteínas são funcionais, ou 
seja, são capazes de realizar a extrusão dos substratos. Para isso, foram utilizadas 
moléculas sabidamente conhecidas pela sua afinidade com as bombas de efluxo 






Figura 23 – Atividade de P-gp e MRP1 em células MDA-MB-231 (A) após 9 semanas de exposição ao 
MST-312 avaliadas por citometria de fluxo: À esquerda, histogramas referentes ao ensaio funcional da 
bomba de efluxo MRP1 utilizando como substrato a Rodamina 123 (Rho) e o seu modulador 
Ciclosporina A (CSA). À direita, gráfico representativo da razão de intensidade de fluorescência, 





realizada pelo teste de Mann Whitney com *=p< 0,05. Atividade de BCRP em células MDA-231 (B) 
após 9 semanas de exposição ao MST-312 avaliadas por citometria de fluxo: À esquerda, histogramas 
referentes ao ensaio funcional da bomba de efluxo BCRP utilizando como substrato Pheophorbide A 
(PHA) e seu modulador Fumitremorgin C (FTC). À direita, gráfico representativo da razão de 
intensidade de fluorescência, demonstrando que não foi observada diferença significativa entre os 
grupos. A análise estatística foi realizada pelo teste de Mann Whitney com *=p< 0,05. 
 
Quando a proteína está superexpressa e ativa, ocorre o efluxo dessas 
moléculas e a sua redução intracelular nos grupos avaliados apenas com o substrato. 
Nos grupos avaliados com modulador ocorre o oposto, pois devido a competição o 
substrato fica retido no meio intracelular. No histograma, observa-se a intensidade dos 
picos de fluorescência entre os grupos avaliados com substrato e substrato + 
modulador. Foram realizados ensaios para avaliação de atividade das proteínas P-gp, 
MRP1 e BCRP. Os resultados demonstraram que não foi identificada atividade dessas 
bombas nos grupos estudados, sugerindo que a exposição de 8 semanas ao inibidor 
de telomerase MST-312 não interfere na aquisição de fenótipo MDR pela atividade 
das bombas analisadas nesse modelo. 
 
 
6.3.7 Expressão de bombas de efluxo após exposição prolongada ao MST-312  
 
 
Visto que não houve atividade mensurável, foi avaliada a expressão das 
proteínas P-gp e MRP1, por ensaio de citometria de fluxo. O objetivo deste ensaio é 
identificar a presença das proteínas, independentemente da sua atividade. Para isso 
as células são marcadas com anticorpo fluorescente específico para as proteínas. A 
análise dos dados baseia-se na intensidade de fluorescência das imunomarcações 
quando comparada a autofluorescência das células. Após 8 semanas de exposição 
ao MST-312 as células foram submetidas ao ensaio de avaliação da expressão de 
bombas de efluxo P-gp e MRP1. Não houve diferença estatística entre os grupos 





Figura 24 – Dados de expressão de MRP: À esquerda, histogramas referentes ao ensaio de 
imunomarcação dos grupos DMSO e MST-312 após cultivo de 8 semanas, onde CN é controle negativo 
e MRP é o grupo marcado com anticorpo anti-MRP. À direita, gráfico representativo da razão de 
intensidade de fluorescência, demonstrando que não foi observada diferença significativa entre os 
grupos. A análise estatística foi realizada pelo teste de Mann Whitney com *=p< 0,05. 
 
Os resultados demonstram que a exposição prolongada in vitro de 8 semanas 
ao MST-312 não induziu a superexpressão de P-gp/MRP1 e atividade das bombas de 
efluxo P-gp, MRP1 e BCRP, que são importantes proteínas para aquisição de 
resistência e fenótipo MDR, sugerindo que o MST-312 não promoveu este tipo de 
resistência a múltiplas drogas, nesse modelo. 
 
Figura 25 - Dados de expressão de P-gp: À esquerda, histogramas referentes ao ensaio de 
imunomarcação dos grupos DMSO e MST-312 após cultivo de 9 semanas, onde CN é controle negativo 
e Pgp é o grupo marcado com anticorpo anti-Pgp. À direita, gráfico representativo da razão de 
intensidade de fluorescência, demonstrando que não foi observada diferença significativa entre os 
grupos. A análise estatística foi realizada pelo teste de Mann Whitney com *=p< 0,05.  
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7  DISCUSSÃO 
 
 
A terapia antitelomerase tem elevado potencial de aplicação em oncologia 
considerando a relativa seletividade que o alvo farmacológico lhe confere para células 
tumorais. A atuação da telomerase além da sua função catalítica de alongamento de 
telômeros está consolidada. Os efeitos da telomerase que abrangem desde a 
proteção de danos ao DNA, redução do estresse oxidativo e inibição de apoptose 
devem ser considerados na estratégia de abordagem terapêutica baseada na 
telomerase. Focar apenas na sua função canônica pode negligenciar uma ampla 
interação com os mecanismos de promoção e manutenção do processo oncogênico, 
além de possibilitar adaptações indesejáveis como a seleção de clones com telômeros 
maiores e com maior capacidade proliferativa (175).  
Dados prévios do grupo demonstraram que o inibidor de telomerase MST-312 
possui ação citotóxica a curto prazo, mas em exposição a longo prazo foi capaz de 
promover o predomínio de células com características distintas da sua linhagem 
original em células de câncer de mama. No tratamento com MST-312 por 180 dias, as 
células adquiriram um padrão proliferativo diferente da sua linhagem original, 
sugerindo a aquisição de mecanismos de resistência ao tratamento antitelomerase 
(130, 175, 206).  
As células tratadas com MST-312 por 180 dias mantiveram a capacidade 
proliferativa semelhante a encontrada no seu grupo controle tratado com DMSO até 
aproximadamente os 70 dias de cultivo, seguindo mais competentes até o final do 
estudo, apresentando um tempo de duplicação de 32,07 horas no grupo tratado (MST-
312) e 58,34 horas no grupo controle (DMSO) (175). Os resultados demonstraram o 
potencial citotóxico do MST-312 a curto prazo e a capacidade do tratamento a longo 
prazo de induzir seleção de células com características específicas, que poderiam 
influenciar (numa projeção para a lesão neoplásica) na agressividade do tumor.   
As linhagens analisadas no presente estudo responderam de forma diferente 
ao uso prolongado do MST-312, sugerindo que a inibição da telomerase interfere em 
mecanismos variados, baseado nas diversas funções da telomerase no contexto das 
aptidões celulares do câncer que vão além da função de manutenção dos telômeros 
(74). Inúmeros possíveis biomarcadores preditivos e prognósticos descritos em câncer 
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de mama como a p53, VEGF e PARP que tem forte relação com o potencial de 
proliferação das células (211) também estão sob influência da telomerase (108-110, 
120, 134), sugerindo que essa redundância biológica pode ser perturbada pela 
inibição da telomerase, promovendo respostas diversas. 
A heterogeneidade intratumoral é um desafio para a oncologia clínica, pois 
interfere diretamente na aquisição de fenótipos de resistência e dificulta a aplicação 
de monoterapias e esquemas terapêuticos prolongados (187). Células resistentes têm 
considerável relevância para o uso de drogas in vivo, visto que esse é um fator que 
confere maior agressividade ao tumor e representa uma característica de potencial 
causa de falha terapêutica, que por sua vez levaa prognósticos desfavoráveis, 
reincidência da doença e redução da sobrevida global. 
A interação célula-célula e célula-microambiente atuam intrinsecamente na 
seleção, seja pela pressão seletiva imposta pelo acesso aos nutrientes e oxigênio ou 
pela exposição aos quimioterápicos ou outros agentes externos. A observação do 
comportamento proliferativo de cultura monoclonal sugere que a heterogeneidade da 
linhagem é fundamental para que a pressão seletiva imposta pelo tratamento 
prolongado com o inibidor de telomerase MST-312 leve à seleção de clones 
responsáveis pela redução da resposta da cultura celular ao tratamento com o inibidor 
e pela mudança do padrão de comportamento proliferativo. Tal hipótese é corroborada 
pelos dados acerca do tamanho relativos dos telôeros de células submetidas ao 
tratamento com o inibidor. 
Embora os resultados moleculares da exposição a longo prazo ao inibidor de 
telomerase tenham levantado a possibilidade de seleção induzida pelo tratamento 
prolongado e aquisição de características de resistência ao tratamento com o MST-
312 (o que a princípio poderia contestar a segurança da abordagem com inibidores 
de telomerase por longos períodos) esses resultados não anulam o potencial 
terapêutico da ação precoce deste inibidor. A terapia com foco no encurtamento ou 
erosão telomérica seria o mecanismo mais óbvio do inibidor de telomerase, levando 
aos efeitos desejados de crise e apoptose das células cancerosas. Porém, ensaios 
clínicos com inibidores de telomerase demonstraram que o intervalo de tempo para a 
resposta clínica por esse mecanismo é longo, por requerer muitos ciclos mitóticos, 
implicando em toxicidade e acúmulo de efeitos adversos (70, 165, 166).  
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Os estudos de exposição ao MST-312 por curto período demonstraram que o 
seu efeito citotóxico a curto prazo levanta a possibilidade de ação antitumoral por 
outros mecanismos (176, 212). Essa atuação precoce da inibição da telomerase 
corrobora com trabalhos recentes que descrevem as ações não-canônicas da 
telomerase (96). Dados da literatura sugerem que a telomerase atua no ciclo celular 
influenciando os mecanismos de reparo de danos ao DNA (99, 100); promoção do 
crescimento e proliferação celular (101); aceleração do ciclo celular (102); regulação 
do metabolismo e sobrevivência celular; interferindo em importantes vias de 
sinalização que estão direta ou indiretamente ligadas a sustentabilidade do tumor e a 
aquisição de malignidade (74) e pode justificar a atuação citotóxica do MST-312 a 
curto prazo.  
Considerando se tratar de composto inespecífico, são esperadas ações em 
outros alvos moleculares com potencial de enviesar as conclusões dos experimentos, 
mas resultados recentes envolvendo culturas com expressão de hTERT silenciada 
revelam que as ações citotóxicas a curto prazo do MST-312 são telomerase-
dependentes (dados do grupo submetidos para publicação), o que ratifica a 
telomerase como alvo terapêutico viável, elegendo seus inibidores como potenciais 
drogas na terapia oncológica e consolidando o conhecimento que vem sendo descrito 
acerca das funções não canônicas da telomerase e da sua importância para a 
manutenção dos mecanismos celulares que lhe conferem as características das 
células cancerosas (74).  
A combinação de drogas na clínica oncológica é uma estratégia que visa à 
redução de doses requeridas e potencialização do efeito de drogas de forma sinérgica. 
O estudo do MST-312 em associação a quimioterápicos se apresentou como uma 
alternativa promissora à monoterapia de duração excessivamente longa. Os dados do 
presente trabalho demonstraram que a associação em esquema de co-tratamento 
apresentou atividade citotóxica superior àquela do quimioterápico isolado. Essa 
abordagem reduziria a possibilidade de seleção clonal de células com características 
fenotípicas de resistência sem abrir mão do potencial terapêutico do inibidor MST-312, 
amplificando, ao invés disso, os efeitos citotóxicos precoces por interferência nas 
ações não canônicas da telomerase (74).  
Na prática clínica, a toxicidade de quimioterápicos pode ser reduzida se for 
realizada a administração combinada com drogas que tenham mais especificidade 
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tumoral, mesmo que em baixas doses (177). O uso combinado de MST-312 com 
doxorrubicina poderia se beneficiar desse mecanismo, visto que o inibidor de 
telomerase tem como alvo uma molécula presente predominantemente nas células 
cancerosas; e a doxorrubicina é um quimioterápico amplamente utilizado na clínica 
oncológica e com toxicidade considerável, que pode provocar mielossupressão, 
acometer os tecidos cardíacos e inclusive ter seus efeitos deletérios por anos após o 
tratamento (207, 208); impactando diretamente na qualidade de vida do paciente. A 
escolha da droga doxorrubicina para este estudo foi baseada na sua ampla utilização 
em oncologia mamária e com base em extensivas pesquisas demonstrando os 
diferentes mecanismos de toxicidade e resistência na sua utilização (207-210). 
Outros trabalhos demonstraram a inibição da telomerase associada à 
sensibilidade aumentada a fármacos tanto em células de câncer de mama tratadas 
com doxorrubicina (213) quanto em outros tipos de câncer (177, 214, 215). A atuação 
sinérgica entre MST-312 e Doxorrubicina foi descrita em culturas de células de 
leucemia linfoblástica aguda pré-B, amplificando a ação citotóxica das drogas e 
potencializando o efeito apoptótico do quimioterápico em modelos in vitro. No modelo 
do presente estudo, apesar dos dados animadores na associação por co-tratamento, 
não foi observado aumento da sensibilidade ao quimioterápico provocado pela 
exposição prévia ao inibidor de telomerase MST-312. 
No presente estudo, não foi observada alteração de morfologia nas células 
tratadas com o inibidor após 8 semanas. Entretanto, o cultivo prolongado com inibidor 
de telomerase MST-312 foi capaz de induzir alterações morfológicas em células de 
câncer de mama da linhagem MCF-7 (130) sustentando a hipótese de seleção de 
células pela pressão provocada devido a longa exposição ao MST-312. Em células de 
pulmão da linhagem H460, o MST-312 também foi capaz de causar alterações na 
morfologia das células levando a duas subpopulações com características distintas 
após 6 semanas de cultivo (216). Outros inibidores de telomerase, como o TMPyP4, 
também provocou mudanças na morfologia em tratamentos de até 240 horas (217).  
Vários trabalhos já referenciaram a atuação da telomerase na proliferação 
celular (74, 96, 97). De fato, a alteração do perfil de distribuição da cultura nas fases 
do ciclo horas após a administração do MST-312 já é conhecida, nesse estudo 
investigamos se a exposição a longo prazo ao inibidor alteraria o perfil do ciclo celular 
por aumento ou redução da duração de uma das fases (o que alteraria as proporções 
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no histograma), entretanto, nesse modelo, não foi observada diferença estatística 
significativa entre os grupos analisados. Já foi relatado que o MST-312 pode alterar a 
proporção predominante das fases do ciclo celular em cultura de células de câncer de 
pulmão exposta por longos períodos (176), sugerindo consequências permanentes no 
controle do processo de divisão celular, porém VILLARINHO, 2020 relatou não ter 
observado alteração nas fases do ciclo celular em células de câncer de pulmão após 
exposição ao MST-312 por 6 semanas (216), o que pode indicar diversidade na 
resposta ao inibidor. 
Estudo com células de câncer de pulmão demonstrou redução significativa na 
formação de estruturas tridimensionais em células tratadas previamente com MST-
312 por 12 semanas (216). No presente estudo a formação dos esferoides ocorreu 
em todas as condições, demonstrando que o MST-312 não interferiu na capacidade 
celular de formar agregados na linhagem MDA-MB-231 nesse modelo, sugerindo que, 
também para esse parâmetro, a resposta ao inibidor pode variar com a linhagem ou 
condições experimentais. 
A resposta celular geral ao quimioterápico doxorrubicina em ambos os 
experimentos de viabilidade (monocamada e tridimensional) e na avaliação de volume 
dos esferoides, a baixa atuação observada no ensaio de ciclo celular (frente ao já 
demonstrado potencial farmacológico do MST-312), bem como as adaptações 
bioquímicas provovidas pela exposição ao composto, levantaram a hipótese de que o 
tratamento com o inibidor poderia promover a aquisição de resistência. Já foi 
demonstrado em outros trabalhos resultados que indicam o poder desse inibidor em 
selecionar clones e induzir alterações fenotípicas sugestivas de resistência (130, 175, 
216). Na prática clínica, a resistência a múltiplas drogas se traduz em tratamento 
prolongado, doença agressiva e de difícil controle, com redução da qualidade de vida 
e da sobrevida livre de doença (184). A possibilidade de resistência precisa ser 
amplamente estudada para elucidar seus mecanismos antes de se considerar a 
aplicação clínica de qualquer estratégia terapêutica.  
Um dos mecanismos mais estudados de aquisição de resistência a múltiplas 
drogas em células de câncer é a superexpressão de bombas de efluxo, representadas 
principalmente pelas proteínas ABC, em especial a P-gp, MRP1 e BCRP (187). Essas 
proteínas funcionam como transportadores de membrana e atuam diretamente na 
distribuição da droga entre o meio intra e extracelular. Distúrbios na expressão dessas 
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proteínas podem causar uma redução na concentração efetiva das drogas no meio 
intracelular, onde elas devem atuar. 
A expressão de proteínas ABC perpassa por complexas vias de sinalização 
celular. A regulação transcricional das proteínas pode seguir vias diferentes a 
depender da subfamília (218). As complexas interações entre as moléculas e fatores 
que atuam nessa intrincada rede não estão completamente elucidadas. Já foi 
demonstrado que vias relacionadas à proliferação e ciclo celular tem relação com a 
sinalização que promove a expressão de proteínas ABC, especialmente a P-gp. A 
ativação de vias chave como Wnt-β-catenina; Nf-κB e p53 são conhecidos caminhos 
que atuam na expressão dessas proteínas (219, 220). Interessante ressaltar, que 
essas mesmas vias de sinalização são influenciadas por hTERT na sua atuação não 
canônica (96, 97, 118). Baseado nessa redundância biológica, tornou-se importante 
descartar a possibilidade de o inibidor de telomerase impactar indiretamente na 
expressão e atividade dessas proteínas. 
Inúmeros estudos reportam a atuação de TERT além da manutenção 
telomérica. Já foi descrito que TERT pode atuar na regulação da expressão gênica. 
Alguns autores demonstraram que TERT pode interagir com BRG1, que é um fator de 
remodelamento de cromatina relacionado a regulação da via de sinalização Wnt/β- 
catenina, e pode atuar também como cofator no complexo de transcrição β-catenina 
(221), além de apresentar uma forte similaridade com Myc (222). As possibilidades da 
sua versátil atividade incluem remodelamento da estrutura da cromatina e contribuição 
nas vias de sinalização Wnt/ β-catenina e Nf-κB (96). Essas vias estão 
intrinsecamente relacionadas com as potencialidades do câncer de proliferação 
celular, migração e regeneração (121); mas também são as mesmas vias que atuam 
na superexpressão de proteínas de transporte relacionadas a resistência a múltiplas 
drogas.  
O nosso modelo não permite fazer uma correlação direta, se o MST-312 
atuando através da inibição da telomerase, indiretamente estaria também interferindo 
nas vias de superexpressão de proteínas ABC. Essa afirmação exige que mais 
estudos sejam realizados; mas fundamentado no conhecimento atualmente 
acumulado sobre as ações não conônicas da telomerase, é plausível levantar essa 
hipótese. Estudos sugerem que a telomerase pudesse interagir com fatores de 
transcrição e/ou fatores modificadores de cromatina que regulam a transcrição de 
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genes alvo dessas vias (96, 222). É possível afirmar que a relação entre TERT e a via 
Wnt/β-catenina existe, embora ainda não bem elucidada. Em contrapartida, foi 
relatado que a ativação da expressão de MDR1 em células de câncer de mama pode 
ser regulado positivamente pela via canônica de Wnt/β-catenina (223), e que a 
ativação de β-catenina aumenta a expressão de ABCB1 (219, 224). A expressão de 
ABCG2 também pode ser aumentada de forma dependente da sinalização Wnt/ β-
catenina (225). 
Outra via extremamente importante para a transcrição gênica das proteínas de 
efluxo é a via Nf-κb. Esse fator transcricional pode regular a expressão de vários genes 
diretamente relacionados à tumorigênese como a proliferação, angiogênese, invasão, 
metástase, inibição da apoptose (226). Foi demonstrado que Nf-κb pode ativar a 
transcrição do gene de ABCB1 (220); e que é possível inibir a sua transcrição, 
regulando essa mesma via (227). Esses estudos sugerem que a via Nf-κb é capaz de 
interferir na regulação transcricional de proteínas ABCB1 (228). Contudo, há relatos 
na literatura de que TERT regula a expressão de vários genes como IL6, IL8 e TNF-
α, cuja a transcrição é controlada pela via Nf-κb (118); foi observado também que a 
telomerase regula diretamente a expressão gênica dependente de Nf-κb, ligando-se 
à subunidade p65 no núcleo e regula especificamente o recrutamento de um 
subconjunto de promotores dependentes de genes alvo  Nf-κb como os que codificam 
IL-6 e TNF-α (118, 229-231); e que é possível suprimir Nf-κb dependente de 
telomerase com o uso do MST-312, contribuindo nos mecanismos de apoptose (176).  
TERT também pode atuar contribuindo para a ativação ou repressão de genes 
alvo MYC (97). Foi relatado que TERT estabiliza MYC diretamente na cromatina e 
pode regular a ligação de MYC a promotores de genes alvo dessa via de sinalização, 
contribuindo para sua ativação ou supressão (232). Foi relatado que a expressão de 
alguns transportadores como MRP1 e BCRP foi aumentada pela superexpressão de 
c-Myc em células de câncer de mama, sugerindo que a amplificação de c-Myc pode 
modular a expressão desses transportadores (233). Em células de leucemia mieloide 
crônica e adenocarcinoma de cólon, foi descrito que a oncoproteína c-Myc é um 
regulador transcricional direto de um grande conjunto de transportadores ABC (234, 
235). 
As vias de sinalização celular são complexas e repletas de lacunas a serem 
descobertas. As vias de sinalização nas células de câncer são um universo a parte 
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que oferecem desafios ainda maiores, dado a heterogeneidade celular e a 
instabilidade genômica. Devido a esses fatores, é possível que as mesmas vias 
possam desempenhar papeis distintos a depender do tipo de câncer. O que se pode 
afirmar até então, é que existem pontos de convergência entre as vias de 
superexpressão de proteínas ABC e a atuação não canônica da telomerase. Para 
























8  CONCLUSÃO 
 
 
Este estudo demonstrou que o inibidor de telomerase MST-312 tem potencial 
citotóxico a curto prazo, sugerindo que este inibidor pode interferir na atuação não 
canônica da telomerase. Foi demonstrado que a exposição prolongada ao MST-312 
pode induzir adaptações e seleção de células com características distintas da 
linhagem original, entretanto, o MST-312 não induziu variação significativa na 
formação e crescimento de estruturas tridimensionais e não interferiu na atividade e 
expressão das bombas de efluxo do fenótipo de resistência à múltiplas drogas (P-
gp/MRP1 e BCRP). Os resultados demonstraram que o tratamento prévio com MST-
312 não sensibiliza as células à ação dos quimioterápicos, mas a associação a curto 



















9  PERSPECTIVAS 
 
 
A imortalização celular é um dos mecanismos de manutenção da célula 
cancerosa que a torna capaz de produzir tumores. Mais de 85% dos tumores fazem 
uso da via clássica de imortalização, que consiste na expressão da enzima telomerase 
para a manutenção da doença; Outros 15% usam outra estratégia conhecida como 
Alongamento Alternativo de Telômeros, ou AAT, mecanismo que ainda não foi 
completamente elucidado (65). Ao contrário da enzima telomerase, nenhum inibidor 
de AAT foi desenvolvido devido à ausência de moléculas especificamente 
relacionadas a esse mecanismo (60). 
A análise comparativa entre células AAT+ e AAT- representaria um modelo 
objetivo de abordagem direta na busca desses alvos. Porém, a comparação de 
linhagens celulares de diferentes origens reduz a robustez dos resultados e a 
sensibilidade da análise devido à heterogeneidade das culturas. O projeto original 
deste doutorado tinha como objetivo realizar o desenvolvimento de células AAT+ e 
AAT- oriundas da mesma linhagem celular, portanto, geneticamente comparáveis. 
Foram realizados ensaios de transfecção para inclusão de gene de inibição da 
telomerase em células da linhagem U251 para obter linhagens comparáveis, com 
fenótipos AAT + e AAT-. Após seleção clonal foi observado a desinibição do gene 
hTERT, com retorno da expressão da telomerase em níveis comparáveis a linhagem 
original. Devido a limitação metodológica imposta pela resposta celular que 
inviabilizou todo o desenho experimental e a proposta de comparação das linhagens 
de mesma origem com fenótipos distintos quanto ao mecanismo de manutenção do 
telômero (alongamento alternativo de telômeros), foi proposto à banca de qualificação 
deste programa a alteração do projeto original. Não obstante, a revisão bibliográfica 
realizada durante a execução do cronograma original gerou um artigo de revisão sobre 
alongamento alternativo de telômeros (ANEXO II). 
Em vista dos resultados inesperados do projeto, investiu-se em complementar 
o estudo iniciado no mestrado, respondendo questões que não puderam ser 
contempladas no período da vigência do curso e que se mostraram relevantes para a 
compreensão dos mecanismos de imortalização celular e que possibilitaram a 
publicação de um artigo em revista A2 no período do doutorado (ANEXO III). Em 
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estudos prévios demonstramos que o uso prolongado de inibidor de telomerase em 
células de câncer de mama foi capaz de promover pressão seletiva de células com 
fenótipos atípicos, como a superexpressão de telomerase (130), sugerindo que a 
exposição por longo período de tempo poderia estar envolvido na indução de 
mecanismos de resistência. 
O trabalho desenvolvido por este grupo de pesquisa com células de câncer de 
mama apresentou resultados relevantes e revelou a importância de se considerar a 
heterogeneidade tumoral em tratamentos por longos períodos, sugerindo a 
possibilidade do uso de inibidores de telomerase estarem relacionados a promoção 
de pressão seletiva nas células tumorais. Entretanto, o uso prolongado do MST-312 
demonstrou também interferir na sensibilidade aos quimioterápicos docetaxel e 
irinotecano, aumentando os efeitos citotóxicos desses fármacos (175). A 
compreensão dos mecanismos de resistência apresentados pelo uso prolongado do 
inibidor de telomerase MST-312, e a divulgação desses achados no meio científico, 
podem contribuir para o entendimento e a construção de critérios de uso dessas 
terapias na clínica médica. 
Foi proposto para o atual projeto, complementar o estudo anterior com a 
avaliação da expressão de mecanismos de resistência a múltiplas drogas e alterações 
morfológicas em células de câncer previamente submetidas à exposição prolongada 
ao inibidor de telomerase MST-312 através da determinação do fenótipo MDR 
(expressão de proteínas relacionada à resistência a múltiplas drogas subtipo 1 - 
MRP1); perfil de proliferação em culturas 2D/3D; e o papel adjuvante do inibidor de 
telomerase e o seu potencial terapêutico. O presente trabalho foi desenvolvido em 
colaboração com o Laboratório de Hemato-Oncologia do Instituto Nacional do Câncer 
– INCA e financiado pela Fundação de Apoio à Pesquisa do Distrito Federal – FAPDF. 
O mesmo desenho experimental deste trabalho foi desenvolvido integralmente 
em mais outras 3 linhagens de células de câncer (MCF7 – adenocarcinoma mamário; 
A431 – carcinoma epidermóide; A549 – carcinoma de pulmão). Os resultados dessas 
análises não foram contemplados nessa tese devido a necessidade de análises 
adicionais, que foram em parte, inviabilizadas temporariamente devido à pandemia de 
COVID-19 (Anexo I).  
O propósito do projeto inclui complementar as análises das outras linhagens 
que não foram descritas nesse trabalho; finalizar as análises da linhagem MDA-231 
65 
 
que não puderam ser descritas nos resultados, cujo os dados já foram coletados, 
assim como a expressão gênica de BCRP, a análise histopatológica dos esferoides, 
a análise imunocitoquímica dos grupos estudados e a comparação da resposta entre 
as diversas linhagens. Estes dados permitiriam conclusões mais assertivas acerca do 
potencial terapêutico do MST-312 como adjuvante na terapia oncológica, consolidar 
os conhecimentos sobre a atuação não canônica da telomerase e elucidar os 
mecanismos de aquisição de fenótipo de resistência a múltiplas drogas induzida pelo 
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ANEXO I – Desenho Experimental Original 
Ensaios em azul estão descritos neste trabalho; em cinza, os ensaios já realizados e em fase de análise ou que necessitam de estudos complementares. 
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Abstract: The alternative lengthening of telomere (ALT) is a pathway responsible for cell immortaliza-
tion in some kinds of tumors. Since the first description of ALT is relatively recent in the oncology field, 
its mechanism remains elusive, but recent works address ALT-related proteins or cellular structures as 
potential druggable targets for more specific and efficient antitumor therapies. Moreover, some new 
generation compounds for antitelomerase therapy in cancer were able to provoke acquisition of ALT 
phenotype in treated tumors, enhancing the importance of studies on this alternative lengthening of the 
telomere. However, ALT has been implicated in different – sometimes opposite – outcomes, according 
to the tumor type studied. Then, in order to design and develop new drugs for ALT+ cancer in an effec-
tive way, it is crucial to understand its clinical implications. In this review, we gathered works published 
in the last two decades to highlight the clinical relevance of ALT on oncology.  
Keywords: ALT, Cancer, Telomeres, Telomerase, Cell immortalization, Oncology. 
1. INTRODUCTION 
Normal cells have their proliferative potential carefully 
regulated. To become oncogenic, a cell needs to achieve 
autonomous and constant proliferation, so it must pass 
through the immortalization process [1, 2]. The telomeres are 
key structures to this process; they get shorter after each cell 
cycle, limiting its proliferative capacity under normal condi-
tions by leading to senescence or crisis [3, 4, 5, 6]. It is 
known that the enzyme telomerase has a central role in te-
lomere maintenance in cancer; in fact, 85-90% of tumors 
from several different kinds express it. However, some tu-
mors (10-15%) do not exhibit notable telomerase expression; 
instead, they undergo alternatives telomere maintenance 
mechanisms collectively known as "alternative lengthening 
of telomere” or ALT [7, 8, 9, 10, 11]. Many groups have 
been studying this pathway since its first description, but the 
heterogeneity of ALT characteristics in different tumors 
supports the existence of a variety of mechanisms for the 
telomerase independent telomere maintenance [12]. 
The first report of telomere lengthening in a negative te-
lomerase cell was made in 1994 by John Murnane and co-
workers [13]. In 1996, Henderson et al. suggested a telom-
erase independent telomere length maintenance mechanism 
by analyzing telomerase negative human diploid fibroblasts 
(HDFs) under fluorescence in situ hybridization (FISH) and 
confocal microscopy [14]. In 1997, the event began to be 
described and named ALT when Bryan and coworkers found  
 
*Address correspondence to this author at the Department of Biological 
Basis of Health Sciences, University of Brasilia, Ceilândia Campus, P.O. 
Box: 72220-275, Brasilia, Federal District, Brazil; Tel: +1-61-3107-1998; 
E-mails: dmadureira@unb.br, diego.madureira@pq.cnpq.br 
#These authors equally contributed to the work. 
that one in four cell lines studied did not have telomerase 
activity but could keep longer and more heterogeneous te-
lomeres (by Terminal Restriction Fragment – TRF – ana-
lyzes) [8]. 
The regulation of ALT mechanism in cancer cells re-
mains not completely elucidated, and then many works ad-
dressing different aspects of ALT-positive cells have been 
conducted aiming - in most cases - new effective and selec-
tive therapeutic targets [12, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 
23]. Some studies approaching clinical aspects of ALT tu-
mors have also been conducted in the last years, they are 
crucial to support the development of new molecules for 
clinical use. Nevertheless, whereas ALT is a relatively new 
issue in oncology, the data about the impact of this cell proc-
ess on clinical outcome or prognosis are diffuse and some-
times contradictory. In this review, we gathered works pub-
lished in the last two decades to highlight the clinical rele-
vance of ALT on oncology. 
2. ALT-ASSOCIATED SIGNALS AND MARKERS 
USED IN CLINICAL SAMPLES 
Beyond longer and more heterogeneous telomeres, other 
molecular characteristics have been attributed to ALT cells. 
In 1999, APB (ALT-associated promyelocytic leukemia 
body or PML-Body) was described as a nuclear structure 
containing PML protein, telomeric DNA, replication factors, 
hTRF1, hTRF2 and proteins for recombination and synthesis 
of DNA; those structures were much more frequent in cells 
in which alternative telomere elongation was detected [24, 
25, 26]. Thus, APBs were after that taken as ALT markers. 
Several studies have tried to describe the functions of APBs, 
which seems to act on extrachromosomal DNA sequestra-
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tion, working on the telomeres elongation dynamic with ad-
ditional implications on cell cycle arrest and senescence [24, 
27, 28]. Nevertheless, over time, new pieces of evidence 
showed that it is not universal, neither specific marker [29]. 
Numerous papers have described the importance of ho-
mologous recombination and DNA double-strand breaks 
(DSBs) in ALT phenotypes [30, 31, 32]. Dunham (2000) 
demonstrated that portions inserted into telomeres of ALT 
positive cells were copied to other telomeres; this was not 
observed in cells immortalized by telomerase reactivation 
[33]. This genomic instability is closely related to the 
amount of extrachromosomal telomeric DNA, which as-
sumes single-strand circular fragments generally rich in cy-
tosine (C-circles) or guanine (G-circles), or double-stranded 
circular fragments with telomeric sequence [34, 35, 36, 37]. 
Then, the C-circle assay (CCA) was described by Henson et 
al. in 2009 as a satisfactory technique for detecting the alter-
native lengthening of telomeres, and C-circles joined the list 
of ALT markers [36, 37, 38, 39].  
Currently, it is well known that some factors constitute 
the ALT phenotype (telomere elongation in the absence of 
telomerase), such as the presence of homologous recombina-
tion between the chromatids; high levels of heterogeneity in 
telomere length and presence of and C-circles/G-circles and 
APBs. Some works also implicate high frequency of specific 
mutations, as observed in ATRX and DAXX genes; as well 
as extrachromosomal telomeric DNA repeats, TERRA (te-
lomeric repeat-containing RNA) and high level of G-
quadruplexes DNA, as ALT associated features [12, 40, 41, 
42, 43, 44].  
Briefly, despite all the knowledge accumulated over the 
time since first ALT descriptions, there is no consensus 
about the most suitable marker, and a specific marker for use 
on the clinical approach has not been described yet. As result 
of this scenario, the criteria for ALT classification on tumor 
samples range from the presence of PML only [45] to multi-
ple molecular markers in combination [46, 47]; but APBs 
(alone or in combination with other signals) and ultra-bright 
telomere FISH signals (ALT-associated telomeric foci ob-
served under FISH) remains the most used ALT markers 
(Fig. 1). Telomere length and heterogeneity accessed by Te-
lomere Restriction Fragment analysis (TRF) is also fre-
quently used in studies with clinical samples [48]. 
The absence of a standard methodology for ALT detec-
tion leads to obvious bias in comparing all these different 
works; despite this difficulty, we grouped the most relevant 
data to give an overview of the theme. 
3. CLINICAL RELEVANCE OF ALT IN CANCER 
ALT-positive cases are certainly more frequent among 
the tumors of mesenchymal origin (those arising from bone, 
soft tissues and nervous system), but there is no pattern 
among them, what indicates different prognosis according to 
the tumor type or subtype [17, 49, 50, 51, 52]. ALT is asso-
ciated with an increased risk of death in patients with sar-
coma [53], for instance; but on the other hand, it is associ-
ated with the best overall patient survival independent of 
patient age, extent of surgery, treatment received, and IDH1 
mutant status for glioblastoma patients [54] (Table 1). Fur-
thermore, although ALT is more prevalent in soft tissue sar-
comas and central nervous system, it was already identified 
in many other kinds of cancer, such as liver, skin, testis, lung 
and bladder tumors [55] (Fig. 2). Therefore, studies aiming 
for the development of new drugs or identification of drug-
gable targets in ALT tumors must consider the type of cancer 
these new drugs would be suitable for.  
 
Fig. (1). Markers/assays used in 55 works to classify a sample as 
ALT+ (Reviews and papers that do not give details about criteria 
for ALT classification were not included). FISH: Fluorescence in 
situ hybridization, APB: ALT-associated PML bodies (PML: Pro-
myelocytic leukemia), TRF: Terminal Restriction Fragment, C-
circles: single-strand circular DNA fragments rich in cytosine, 
TEL-: Absence of telomerase expression or activity. (A higher reso-
lution / colour version of this figure is available in the electronic 
copy of the article). 
 
Fig. (2). Percentage of ALT+ tumors for different types of can-
cer. Data are presented as median and range for those evaluated in 
more than one work (Reviews and papers with N < 30 were not 
included). (A higher resolution / colour version of this figure is 
available in the electronic copy of the article).  
Next, we will summarize the most relevant findings in 
this area by grouping data available according to the kind of 
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tumor. Tumors with single ALT-related published data and 
works with small cohorts or ALT as secondary finding was 
grouped in the subsection “Other tumors”.  
3.1. Glioma 
Gliomas are the most frequent primary brain tumors [56], 
and ALT was correlated with many molecular markers and 
prognostic factors, such as IDH1 mutation and ATRX pro-
tein loss [57], which was demonstrated to facilitate the alter-
native mechanism of telomere maintenance in cancer cells 
[58]. ALT is especially correlated with mutations/loss in 
ATRX (Table 2), which is a well-known favorable prognos-
tic marker for this kind of cancer [59]. The loss of ATRX is 
common in secondary glioblastomas (57%), oligoastrocy-
tomas (68%), and grade II-III astrocytomas (71%) [60]. 
Nevertheless, mutations in ATRX were not significantly 
associated with ALT activity across all nervous system tu-
mors [43], but only in high-grade astrocytomas in both pedi-
atric and adult patients [61, 62, 63], and it was also found to 
be more frequent in metastatic than non-metastatic primary 
pediatric medulloblastoma [64]. 
The presence of ALT markers themselves has been 
strongly associated with increased survival of patients with 
high-grade gliomas [46, 65, 66, 67]. Median survival for 
patients with ALT- and ALT+ glioblastoma was found to be 
247 and 542 days, respectively [48]. Also, Mangerel et al. 
showed one year of overall survival of 63 ± 12 and 23 ± 10% 
for ALT positive and negative tumors, respectively [63] (Ta-
ble 1). Additionally, Fogli et al. (2017) suggested a correla-
tion between elevated levels of telomerase retaining RNAs 
(TERRA) and increased survival in human malignant glio-
mas [68]. On the other hand, TERRA level in astrocytoma 
WHO grade 2 to 4 correlated with advanced clinical grade 
and telomere length, but also with telomerase activity, indi-
cating non-ALT samples [69]; also, the overall survival was 
significantly decreased for patients with ALT-positive NF1-
associated gliomas [70], what seems to be an exception for 
the role of ALT as prognostic factor for these tumors. The 
neurofibromatosis type 1 (NF1) is a condition that predis-
poses patients to a variety of neoplasms.  
In pediatric patients, the ALT cells were also related to 
TP53 mutation [63], following previous data suggesting that 
the poor performance of p53 could partially be explained by 
the activation of the alternative telomere elongation in 
glioma [46, 71].  
Recent reports associate histone H3 mutations to alterna-
tive lengthening of telomeres [72]. H3-K27M mutations and 
ATRX loss, for example, may indicate that pilocytic astrocy-
toma is most likely to aggressively or develop anaplastic 
change [73]. In addition, epigenetic mechanisms seem to be 
involved in the regulation of ALT, pointing to new possible 
therapeutic targets in glioma [74].  
ALT phenotype was also described in glioma stem cells 
[75] and associated with immune signatures of tumor-
associated macrophages [76]. Many studies with clinical 
samples have listed new potential targets in ALT+ and ALT- 
tumors; the survival function of paired box transcription fac-
tor 8 (PAX8), for instance, was showed to be absent in nor-
mal brain tissue, and present in 80% of telomerase positive 
and 73% of non-defined telomere maintenance gliomas, but 
only 44% of ALT gliomas [77].  
3.2. Neuroblastoma 
Neuroblastoma is the most common solid tumor in chil-
dren, and its prevalence decreases as age increases [78]. Im-
portantly, it is also the pediatric tumor most frequently ac-
cessed by studies on telomere biology [79]. In a study with 
102 samples of neuroblastoma, the simultaneous high 
hTERT expression and ALT positivity were associated with 
significantly reduced overall survival [80]. Previously, Oni-
take et al. (2009) found an association between ALT positiv-
ity and unfavorable prognosis, including chemo-resistance, 
in neuroblastomas. In this study, the TRF was used to deter-
mine positive samples [81]. 
Table 1. Clinical relevance of ALT markers in different types of cancer. 
 
The table summarizes the associations between ALT and clinical features with the strongest evidence (number of concordant works, the number of samples 
analyzed, and strict criteria for ALT+ classification).  
4    Current Topics in Medicinal Chemistry, 2020, Vol. 20, No. 00 da Silva et al. 
Table 2. Frequency of ALT+ samples in different types of tumor. 
 
Assay/marker for ALT+ classification: A - ultra-bright telomere FISH signals; B - APB; C – TRF (telomere length); D - C-circle assay; E - absence of telom-
erase expression/activity; F - PML only. 
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ATRX mutation is also a high-risk neuroblastoma bio-
marker [82], and then some works have tried to figure out 
any association between that marker and ALT phenotype. 
However, since the frequency of ALT in neuroblastoma is 
not as high as in gliomas, the evidence showing a possible 
correlation of it to ATRX alterations is still weak [83, 84]. 
3.3. Neuroendocrine Tumors 
For neuroendocrine tumors, ALT is associated with the 
loss of ATRX expression as well, and it indicated decreasing 
in relapse-free survival and tumor-specific survival in both 
pancreatic neuroendocrine tumors (PNETs) and gastroen-
teropancreatic neuroendocrine tumors [85, 86, 87, 88]. 
Moreover, the prevalence of ALT and DAXX/ATRX loss 
correlated with larger tumor size, higher grade WHO (ac-
cording to the 2010 World Health Organization grading for 
the pancreatic neuroendocrine neoplasms), lymph node me-
tastasis, distant metastasis, shorter disease-free survival [88, 
89] and a poor prognosis in patients with primary tumor 
[90]. Additionally, ALT, as well as the absence of PDX1 
(Pancreatic and Duodenal Homeobox 1), was correlated with 
the relapse of non-functional (do not produce excess hor-
mones) pancreatic neuroendocrine tumors [91]. 
Alternative lengthening of telomeres was found in 
PNETs measuring more than 3cm and lymph node metasta-
ses, suggesting that it is a late event in these tumors devel-
opment, and it was associated with loss of ATRX too [85, 
92]. In fact, it has been proposed as a biomarker of pancre-
atic origin in neuroendocrine tumor liver metastases [93] and 
gastroenteropancreatic neuroendocrine tumors [87]. ALT-
positivity was independently associated with liver metastases 
with an OR (Odds Ratio) of 3.486 [94]. Also, in a Korean 
cohort of 269 surgically resected primary pancreatic neu-
roendocrine neoplasms, ALT was associated with lympho-
vascular and perineural invasion and distant metastases [88] 
(Table 1).  
In neuroendocrine lung tumors, ALT was not detected by 
the APB assay, but the absence of telomerase activity was 
supposed to contribute to a favorable prognosis [95].  
3.4. Liposarcoma 
ALT phenotype was described as a strong predictor of 
poor prognosis in liposarcoma [96], mainly in dedifferenti-
ated liposarcomas [97]. It is a strong prognostic discriminant 
of increased mortality even when adjusted for tumor loca-
tion, grade, and histology [98].  
The ALT positive tumors usually represent 25-37% of 
liposarcoma samples [96, 98]. It is important to say that most 
studies have used only the presence of APBs as ALT posi-
tive marker, but the presence of other ALT-associated fea-
tures in liposarcomas without APBs indicates that incidence 
of ALT in these tumors should be under-estimated [99, 100]. 
In this sense, Venturini and co-workers compared two meth-
ods for ALT detection in liposarcomas (APB vs. TRF), 
which showed similar efficiency; moreover, the association 
between ALT and increased mortality remains clear no mat-
ter the methodology used [101]. 
 
3.5. Osteosarcoma 
Despite the ALT mechanism is frequently found in os-
teosarcomas (Fig. 2), it has not been identified in Ewing’s 
sarcomas [65, 102, 103, 104]. Some data suggest that the 
absence of telomerase expression or undetectable telomere 
maintenance mechanism predicts a favorable outcome on 
this kind of cancer [105, 106]. In addition, the absence of 
telomerase activity was associated with longer survival of 
patients with osteosarcoma or Ewing’s sarcoma according to 
Sotillo-Piñeiro et al. [107], but another study shows no dif-
ference in clinical outcomes when telomerase positive os-
teosarcoma samples were compared to ALT positive samples 
[105]; this lack of influence of ALT in outcome of osteosar-
comas was ratified in Hanson’s study [65]. However, ALT 
was found to be present in 5 out of the 10 patients with the 
rare malignant fibrous histiocytoma of bone (Table 2), and it 
was associated with poor prognosis [108]. 
3.6. Leukemia and Lymphoma 
It is well established that telomerase plays a central role 
in hematological diseases [109, 110], then ALT has been 
taken as a secondary actor on leukemia, but some works 
highlight the occurrence of alternative mechanisms of te-
lomere maintenance. For instance, telomeric sister chromatid 
Exchange (T-SCE) was more frequent in chronic lympho-
cytic leukemia B cells compared with normal leukocytes, but 
C-circles (ALT hallmark) were not found in these cells 
[111]. However, Samassekou et al. found C-circles in 3 of 
24 chronic myeloid leukemia (CML) samples. In the same 
work, 12 cells were telomerase negative, and 11 presented 
ECTR (circular extra-chromosomal telomeric repeats), indi-
cating that ALT may be involved in the early stages of leu-
kemogenesis [38]. More significantly, in EBV (Epstein-Barr 
virus) positive patients with Hodgkin Lymphoma, there was 
a significant correlation between both overall and event-free 
survival and the presence of an ALT profile in lymph nodes 
[112]. 
3.7. Leiomyosarcoma and Uterine Tumors 
ALT was also associated with loss of ATRX expression 
and deletions of RBL2 in leiomyosarcoma, including uterine 
leiomyosarcoma. In these tumors, the alternative lengthening 
of telomeres acts as a predictor factor of aggressive his-
tologic features and poor clinical outcome [113, 114, 115, 
116]. In Sarcomas of the uterus, APBs were detected in 
46,3% of samples, but only 36,4% were positive to the C-
circle assay for confirmation of the ALT phenotype. The 
APB positive cases were associated with high-grade tumors, 
mitotic index, tumor size, and poor prognosis with reduced 
disease-free survival [117] (Table 1). In addition, Ahvena-
inen et al. indicate that some subtype of uterine leiomyoma 
may harbor long-term malignant potential associated with 
ALT expression and loss ATRX / DAXX. [118]. 
3.8. Renal Tumors 
In 1999, Müller et al. demonstrated that the proportion of 
cells with active telomerase was smaller in samples with a 
slow-growing phenotype in renal tumors [119]. After that, 
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ALT was already detected and related to high stage tumors 
in Wilms Tumors [120] and renal cell carcinoma [47].  
3.9. Breast Cancer 
There are a few studies on ALT with clinical samples of 
breast tumors, but it was already demonstrated its association 
with HER-2 overexpression. However, its prognostic value 
is still unknown in this kind of cancer [45, 121]. 
3.10. Colorectal Cancer 
In samples of colorectal cancer, ALT was positively as-
sociated with chromosomal stability [122] and was also 
found to indicate a malignant potential of polyps, whereas it 
was more frequent in cancer-adjacent polyps than cancer-
free polyps [123]. 
3.11. Other Tumors 
ALT markers were present in samples from adrenocorti-
cal carcinoma [124]; gastrointestinal tumors [125, 126], in 
which it was associated with deficiency in mismatch repair 
system [127]; and rhabdomyosarcoma, in which it was more 
frequent in embryonal type [128]; but it was not able to pre-
dict any outcome in these cases. On the other hand, the te-
lomere elongation mechanism and ATRX mutations were 
able to indicate high-risk of metastatic progression in pheo-
chromocytoma and paraganglioma tumors [129]. Moreover, 
ALT was suggested as an important telomere maintenance 
mechanism in primary, but not secondary, angiosarcomas, 
and was also associated with the loss of ATRX expression in 
those tumors [130] (Table 2). More importantly, ALT was 
associated with worse event-free survival of patients with 
angiosarcoma [131].  
ALT failed to significantly predict clinical outcome in 
diffuse malignant peritoneal mesothelioma [132], and it was 
not found at all in malignant pleural mesothelioma samples 
tried by C-circle assay [133]. In 2013, Wood and collabora-
tors showed that the ALT phenotype was present in 8% of 
chromophobe hepatocellular carcinoma samples and 92% of 
the abrupt anaplasia subtype [134]. ALT was also identified 
in medullary thyroid carcinoma, but in this case, telomerase 
activation was found to be more clinically relevant than it 
[135]. Similar results were found in studies with papillary 
thyroid carcinoma and malignant peripheral nerve sheath 
tumors (MPNST); in both cases, telomerase reactivation was 
also more relevant than ALT to predict clinical outcome 
[136, 137]. 
CONCLUSION 
Most of the current anti-cancer drugs target the cell pro-
liferation process. However, this process also occurs in nor-
mal healthy cells; thereby, targeting cell immortalization 
may lead to more specific and efficient drugs. In this sce-
nario, beyond knowing mechanistic details of alternative 
lengthening of telomeres, a good drug development strategy 
requires choosing the more appropriate cancer model, in 
other words, the kind of tumor for which ALT represents the 
worst prognostic. We summarized data from several studies 
with clinical samples to highlight the clinical relevance of 
ALT for some specific tumor types.  
The new generation of compounds for anti-telomerase 
therapy in oncology may provoke an increased incidence of 
ALT by selecting tumor cells with that phenotype due to 
intra-tumor heterogeneity [138, 139, 140, 141, 142], what 
makes the development of anti-ALT cells drugs even more 
crucial. The effort of many groups studying the theme 
around the world and the new insights on the ALT mecha-
nism may give us the prototypes for those drugs soon, so that 
clinical understanding patterns of ALT tumors is mandatory. 
Unfortunately, till now, there are many potential biases in 
most of the studies with clinical samples, such as different 
markers and parameters to classify a tumor as ALT-positive, 
but its relevance to some specific kind of tumors began to be 
clear.  
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entific and Technological Development (CNPq)Cell Biochem Funct. 2019;1–8.Telomerase is a good target for new anticancer drug development because it is pres-
ent in over 85% of human tumours. However, despite chronic therapy is a condition
for anti‐telomerase approach, the effects of long‐term treatment with telomerase
inhibitors remain not well understood. In this work, it was evaluated the effects of
long‐term treatment of human MDA‐MB‐231 breast cancer cells with the telomerase
inhibitor MST‐312. Cells were treated for 72 hours or 140 days, and it was accessed
their viability, proliferation rate, morphology, telomeric DNA content, and resistance
mechanism. The drug had a clear short‐term effect, including chemosensitizing cells
for docetaxel and irinotecan, but the chronic exposition led to selection of long telo-
meres clones, changing characteristics of original cell line. This effect was confirmed
in a clonal culture with homogenous karyotype. MRP‐1 expression and alternative
lengthening of telomeres (ALT) were discarded as additional mechanisms of resis-
tance. This data suggest that, considering the intra‐tumour heterogeneity (ITH), what
is already a big challenge for treatment of cancer, chronic exposition to telomerase
inhibitors can promote tumour adaptations with potential clinical repercussion, draw-
ing attention to ongoing clinical trials and pointing important considerations most
times neglected on studies about use of these inhibitors on cancer therapy.
Significance of the study: Antitumour action of telomerase inhibitors is well
known, but it depends on a long‐term exposition because cells will undergo telomere
erosion only after many duplication cycles. Recently, the frustrating results of clinical
trials with these inhibitors aroused the interest of the scientific community to under-
stand the mechanisms of resistance to anti‐telomerase therapy. In this study, we con-
ducted an 18‐week experiment to show that telomerase inhibition can lead to cell
adaptations and selection of long‐telomeres clones, leading to acquisition of resis-
tance. However, we also showed that this inhibitor can sensitize cells to the chemo-
therapeutic drugs docetaxel and irinotecan.
KEYWORDS
breast cancer, MST‐312, telomerase, telomeres© 2019 John Wiley & Sons, Ltd.wileyonlinelibrary.com/journal/cbf 1
2 MORAIS ET AL.1 | INTRODUCTION
Because cell proliferation is a central process in carcinogenesis, most
of the classical antitumour therapeutic approaches include antiprolif-
erative agents. However, strong side effects and resistance are com-
monly reported as responsible for failure of cancer treatment.1,2
Another crucial process in the pathogenesis of cancer is the cell
immortalization (acquisition of ability to undergo to unlimited replica-
tion cycles), what occurs by expression of telomerase in over 85% of
human tumours.3 Then, telomerase inhibition has become a new
potential therapeutic approach.4,5
Telomerase is an enzyme composed of two main core subunits—
hTR (RNA template subunit) and hTERT (catalytic subunit) responsible
for telomere length maintenance by compensating its shortening
caused by DNA replication during each cell cycle.6 Whereas this
enzyme is generally absent in normal cells and plays a crucial role in
tumour ones, it is a good target for new drugs development.7,8 Telo-
merase activity is also associated with resistance to specific drugs, as
Imatinib.9
The anti‐tumour potential of many telomerase inhibitors has been
investigated,10-14 but the effects of long‐term treatment with these
drugs on tumour cells remain not well understood. The telomeric
effects of telomerase inhibition require a chronic exposition, then, it
is important to access this scope of anti‐telomerase strategy. MST‐
312 is a compound with notable telomerase inhibitory activity in
tumour cells, and it has been proposed as a prototype of new antican-
cer drug.15-17 This study evaluated the effects of long‐term treatment
of human MDA‐MB‐231 (NCI‐DTP Cat# MDA‐MB‐231, RRID:
CVCL_0062) breast cancer cells with MST‐312.2 | MATERIALS AND METHODS
2.1 | Ethical statement
All experiments were conducted in accordance with rigorous ethical
standards, and the study conforms to the Wiley's Best Practice Guide-
lines on Publishing Ethics.2.2 | Cell culture and treatments
Cells were cultured at 37°C with DMEM, supplemented with 44 mM
NaHCO3, 10% fetal bovine serum, 100 IU/mL penicillin, and
100 μg/mL streptomycin in a humidified atmosphere of 5% CO2 and
95% air. For preliminary cytotoxicity assays, cells were plated in 96‐
well plates at 3.1 × 104 cells/cm2, incubated for 24 hours and treated
for 72 hours with increasing concentrations of MST‐312 with the
vehicle (0.1% DMSO). A subtoxic concentration was chosen for the
long‐term treatment, and the cultures were grown in 100‐mm (diame-
ter) plates in the continuous presence of the drug or 0.01% DMSO for
140 days or until completely stopping growth. In order to evaluate
the action of MST‐312 as a chemosensitizer agent, cells were plated
in 96‐well plates at 3.1 × 104 cells/cm2, and, after 24 hours, they weretreated with increasing concentrations of docetaxel and irinotecan (in
water) plus MST‐312 at 2 μM of 0.5% DMSO for 48 hours. Cell viabil-
ity was measured by MTT assay.2.3 | Cell viability analysis
Cell viability was measured in 96‐well plates by the MTT method.
After 2‐hour incubation with MTT (1 mg/mL), cells were lysed (20%
SDS and 50% dimethylformamide) and absorbance measured at
540 nm. Cell viability was expressed as percentage of the control sam-
ples. Trypan blue dye exclusion assay was used to monitor cultures
during long‐term experiments. Cells were detached from plates using
0.05% trypsin, washed with 20% EDTA in PBS, and centrifuged at
168 g for 6 minutes. The pellet was suspended, trypan blue was added
(0.05%), and cells were counted using a haemocytometer. Blue stained
cells were considered unviable. A total of 5000 viable cells were
seeded in a new 100‐mm (diameter) plate to continue the long‐term
treatment.2.4 | Determination of doubling time (DT)
Cell proliferation profile was accessed by estimating DT (time, in
hours, to duplicate amount of cells in culture). Cells were cultured in
96‐well plates at subconfluence conditions (1000 cells/well) and main-
tained at standard conditions for 1 week. The medium was changed
each 3 days and cell viability analysed by MTT assay in eight wells at
several points of timeline. After, data were plotted in a graph and
fitted to a nonlinear regression with exponential equation in order to
estimate DT and calculate confidence interval.2.5 | Analysis of MRP1 expression by flow
cytometry
The cells (0.2 × 106) were incubated for 30 minutes at room tempera-
ture with 1 mL of a 1:10 dilution of Becton Dickinson's FACS lysing
solution in distilled water. The cells were centrifuged for 3 minutes
at 490 g, and the supernatant fluid discarded, and then washed with
0.5% Tween 20 in phosphate buffer saline (PBS). Fixed cells were
incubated with 2% bovine serum bovine (BSA)/PBS for 30 minutes,
and after a new centrifugation, 10 μL of anti‐MRP1 mAb conjugated to
fluorescein (FITC) (DAKO, Carpinteria, CA) was added to cells
for 30 minutes at room temperature. After one wash with 0.5%
Tween 20/PBS, the cells were suspended in 300 μL of 1%
formaldehyde/PBS. Cells (10 000) were analysed by Cyan flow cytom-
etry and Summit Software (Beckman coulter). For each test, cells
without mAb were used as negative control at 530/40 nm (FL1).2.6 | Functional MDR phenotype evaluation
Cells were suspended in DMEM/10% FBS to a final concentration of
2 × 105 per condition. In one condition, the cells were incubated with
the flurochrome Rhodamine‐123 (200 ng/mL) and another with Rho‐
MORAIS ET AL. 3123 and Cyclosporin A (CSA) (200 ng/mL) for 45 minutes at 37°C.
Then, cells were washed in ice cold PBS and incubated again for
45 minutes at 37°C with DMEM/10% SFB or CSA. Blockage of func-
tional MRP1 efflux pump by CSA was measured by increased fluores-
cence. Autofluorescence was used as thresholds. Cells were analysed
through the forward scatter (FSC) and side scatter (SSC) gated set
around the viable cell population. Analysis of Rho‐123 fluorescence
was performed at 575/25 nm on Cyan Flow Cytometry with Summit
4.0 software (Beckman Coulter). The Rho‐123 efflux was estimated
as the ratio between the mean fluorescence intensity (MFI) in cell sus-
pensions with Rho‐123 and CSA and the MFI in cell suspensions con-
taining only Rho‐123. An increase of the efflux above 1.1 would be
considered indicative of MRP1 activity, indicating a positive multidrug
resistance (MDR) functional phenotype.2.7 | Detection of C‐circles and relative telomeric
DNA content
The presence of C‐circles (partially double‐stranded circles of
telomeric C‐strand DNA), an alternative lengthening of telomeres
(ALT) marker, and relative telomeric DNA content were evaluated asFIGURE 1 Effects of short‐term and long‐term treatments on cell viab
treatment with MST‐312 at increasing concentrations in MDA‐MB‐231 ce
negative control (*P < .05, **P < .01, ***P < .001; Kruskal‐Wallis followed b
nonlinear regression. B, The long‐term treatment with 2‐μM MST‐312 show
with the drug showed a higher proliferative profile after 89 days of treatm
trypan blue showed instability in the treated group also before day 89. D,
group of MDA‐MB‐231 cells was confirmed by DT calculation—32.07 h (2
79.17) for control cells, 44.98 h (35.84‐60.37)previously described,15 detection of telomere sequences by qPCR
followed by CC assay (with φ29 DNA polymerase). Telomerase posi-
tive HeLa cell line and ALT+ U2OS cells were used as negative and
positive controls, respectively.2.8 | Cytogenetic analysis
To obtain chromosome preparations, 60% to 70% confluent cultures
were incubated with 0.2 μg/mL colchicine for 1 hour and detached.
They were then incubated with hypotonic buffer (0.075 M KCl) for
15 minutes, fixed with methanol/acetic acid (3:1, v/v) and dropped
on glass slides. Giemsa‐stained nonmitotic nuclei and metaphase
spreads were visualized under an optical microscope.2.9 | Clonal cell line production
For clonal subline production, MDA‐MB‐231 cells were plated in 96
wells plates at 50 cells/mL (200 μL/well). Wells with only one cell
were selected for growing clonal cultures. The single cell wells were
confirmed by three independent investigators under phase contrast
observation 2, 5, 12, and 24 h after plating and followed untilility. A, Analysis of cell viability performed by MTT assay after 72‐h
lls. Data are expressed as median with ranges and relative to
y Dunn's post test). The IC50% value of 8.24 μM was estimated by
ed discreet change in growth of MDA‐MB‐231 cultures. Cells treated
ent when compared with control. C, The amount of cells stained with
The difference between proliferation rate of both control and treated
7.27‐38.93, 95% confidence interval) for treated cells, 58.34 h (46.19‐
4 MORAIS ET AL.confluence is obtained. The clonal culture with most similar prolifera-
tive rate to the original cell line was chosen for tests.2.10 | Statistical analysis
Data were tested for normal distribution and expressed as the
mean ± SEM or median and ranges. Nonparametric tests were used
for data with non‐normal distribution (figures legends). Experiments
were performed at least in triplicate. IC50% (inhibitory concentration)
and DT were calculated by nonlinear regression of the data.3 | RESULTS
3.1 | Treatment with MST‐312 impacted on cell
viability
The treatment with MST‐312 for 72 hours led to significant decrease
in MDA‐MB‐231 cell viability in a dose‐dependent way (Figure 1A).
The IC50% value was 8.24 μM. The subtoxic concentration of 2 μM
was used for long‐term treatment and showed no significant effect
on cell proliferation until day 89, but at the end of the experiment
the treated cells showed a greater proliferative profile (Figure 1B).
The mild and inconstant cytotoxic effect of the drug that could be
seen at firsts days was also absent after day 89 (Figure 1C). Calcula-
tion of DT confirmed the higher proliferative profile of treated cells
after 140 days of exposition (Figure 1D).FIGURE 2 Effects of long‐term exposition to MST‐312 on cells susceptib
after treatment (72 h) with MST‐312 at increasing concentrations in MDA‐
DMSO. The IC50% values are 7.8 μM for MDA‐MB‐231(DMSO) and 11.24
exposed to 0.1% DMSO after long‐term treatment with 2‐μMMST‐312 (M
MB‐231 cell line and DMSO or MST‐312 pre‐exposed cells. Data are perc
ANOVA followed by Dunnett's test). D, The pictures show the aspect of M
treatment with 10‐μM MST‐312 (right). E, The same for MDA‐MB‐231(M3.2 | Long‐term exposition to MST‐312 led to
acquisition of resistance
Long‐term exposition to MST‐312 promoted a slight increase in the
72‐hour IC50% value but changed significantly the pattern of the
dose‐response curve (Figure 2A). Cells pre‐exposed to MST‐312
(MDA‐MB‐231(MST‐312)) also showed a singular response to 0.1%
DMSO (Figure 2B). The acquisition of resistance is evident at 10 μM
(Figure 2C‐E), but the long‐term treatment did not significantly
increase MRP1 expression neither acquired functional MDR pheno-
type, as the ratio intensity fluorescence (RIF) was less than 1.1 in both
culture conditions (Figure 3A,B). However, the activity profile showed
that the treatment with MST‐312 originated a subpopulation of cells,
which is suggestive of selective pressure (Figure 3B). Because classical
MDR mechanism was apparently not responsible for the resistance,
the presence of ALT marker c‐circle was investigated. The treatment
with MST‐312 was not able to induce c‐circle production or selection
of ALT clones (Figure 3C).3.3 | The long‐term approach promoted
chromosomes destabilization and selected cells with
longer telomeres
It is expected that inhibition of telomerase activity for a long time
leads to chromosome instability and telomeric crisis (breakage‐fusion‐
bridge cycles). In fact, the frequency of crisis associated metaphaseility to toxic effect. A, Analysis of cell viability performed by MTT assay
MB‐231 cells after long‐term treatment with 2‐μM MST‐312 or 0.01%
μM for MDA‐MB‐231(MST‐312). B, The response profile of cells
ann‐Whitney test). C, Toxic effect of 10‐μMMST‐312 on original MDA‐
entage of control (measured by MTT assay, *** P < .001; one‐way
DA‐MB‐231(DMSO) cells in control conditions (left) and after 72
ST‐312)
FIGURE 3 Evaluation of possible mechanisms of resistance to MST‐
312 telomerase inhibitor. The difference in MRP1 expression between
two long‐term treated groups (MDA‐MB‐231(DMSO) and MDA‐MB‐
231(MST‐312)) was not significant. The functional MDR phenotype
was absent in both groups (A, B). C, Detection of C‐circles (alternative
lengthening of telomeres—ALT marker). Treatment did not promote
acquisition of an ALT phenotype in MDA‐MB‐231 cells
MORAIS ET AL. 5spreads increased after treatment (Figure 4A,B). The relative telomeric
DNA content, which reflects telomere median length, was significantly
higher after long‐term exposition to MST‐312, but also in control
group, despite in a mild way (Figure 4C). Whereas MDA‐MB‐231 cells
have very heterogeneous chromosomes, apparently the cells with lon-
gest telomeres in this culture were selected by simple continuous
maintenance.3.4 | Treatment with MST‐312 efficiently stopped
proliferation on clonal cultures
In order to prove the hypothesis that the treatment was selecting cells
with long telomeres, we developed a clonal culture with homogeneous
karyotype (Figure 5A). These clonal MDA‐MB‐231 cells havemorphology and proliferation rate very similar to original cell line. Also,
they are sensible to toxic effects of MST‐312 (Figure 5B,C). Interest-
ingly, in this clonal cell, the effect of MST‐312 on proliferation became
apparent after only 1 week (Figure 5D,E).3.5 | MST‐312 enhances cytotoxic effects of
chemotherapy drugs
Despite the focus on long‐term exposition to MST‐312, it was tested
if this compound could improve the action of classical drugs docetaxel
and irinotecan. In fact, the association with the telomerase inhibitor at
subtoxic concentration leads to increasing on cytotoxic effects of both
drugs, notably at concentrations greater than 31 μM (Figure 6A,B).
Cells become totally sensible to irinotecan at concentrations greater
than 250 μM when associated with MST‐312 (Figure 6B). The
chemosensitizer effect was strong enough to significantly change the
values of IC50%.4 | DISCUSSION
There are many preclinical and clinical studies about anti‐telomerase
therapy in cancer,6,18-20 some of them showing short‐term activity
of MST‐312.21,22 Because the effects of telomerase inhibition on telo-
mere length need a long time to be apparent, the activity of 72‐hour
treatment suggests an alternative mechanism of action. In fact, MST‐
312‐mediated telomerase inhibition can lead to G2/M cell cycle arrest
and apoptosis, even after only 36‐hour exposition, and suppress NF‐
kB pathway.23
On the other hand, telomere erosion and senescence are fre-
quently described after long‐term treatment of cell cultures with
MST‐312, despite none of these cells were exposed for more than
90 days.16,22 Here, we evaluated the effects of MST‐312 treatment
for 140 days, what resulted in acquisition of resistance and changes
of cell line characteristics. Long‐term exposition is a well‐known strat-
egy to developing drug‐resistant breast cancer cells,24,25 what is usu-
ally due to acquisition of MDR phenotype. Whereas MST‐312 is an
epigallocatechingallate (EGCG) derivative, which is a substrate for
MRP1,26 we investigated its role in developing resistance, but until
the point observed, the resistance was not mediated by MDR.
Another possibility investigated was the development of an alternative
mechanism of telomere maintenance, known as ALT, what is supposed
to be inducible by anti‐telomerase approaches,27,28 but treated cells
did not show an ALT phenotype.
Breast cancer cell lines have complex and heterogeneous karyo-
types.29 In fact, MDA‐MB‐231 cultures have high heterogeneity30
and could easily undergo adaptation under long‐term exposure to tel-
omerase inhibitor by selection of long telomere cells. We observed an
increase in relative telomeric DNA content in these cells simply by
maintaining the culture for long period of time, but selective pressure
promoted by MST‐312 apparently enhanced this phenomenon.
Changes in cell morphology and growth pattern also emphasize the
idea of selection.
FIGURE 4 Effects of MST‐312 on
chromosomes. A, Picture showing an example
of crisis associated spread. B, Quantification
of crisis associated spread on both MDA‐MB‐
231(DMSO) and MDA‐MB‐231(MST‐312)
groups, which presented mitotic index (MI) of
3.17% and 2.73%, respectively. C, The relative
telomeric DNA content (in median) for each
group of MDA‐MB‐231 cells relative to the
original cell line (*P < .05; Kruskal‐Wallis
followed by Dunn's post test)
FIGURE 5 Effects of long‐term exposition to MST‐312 on clonal MDA‐MB‐231 cells. A, Micrographs showing heterogeneity of MDA‐MB‐231
cells karyotype (top left) and homogeneity of clonal MDA‐MB‐231F9 cells karyotype. B, Graph showing proliferation pattern of original and clonal
cell lines. DT values were 53.51 h (45.26‐65.38) and 39.54 h (35.31‐45.01), respectively. C, Analysis of cell viability performed by MTT assay after
72‐h treatment with MST‐312 at increasing concentrations in F9 clonal cells. Data are expressed as mean with SEM and relative to negative
control (*P < .05, **P < .01, ***P < .001; one‐way ANOVA followed by Dunnett's test). D, The long‐term treatment with 2‐μM MST‐312 showed
significant change in growth of MDA‐MB‐231F9 clone cultures. Cells treated with the drug showed a lower proliferative profile after only 12 days
of treatment when compared with control and virtually stopped proliferating after 20 days of exposition. E, Pictures showing the aspect of F9
cultures after 18‐day exposition to 0.01% DMSO (left) and 2‐μM MST‐312 (right)
6 MORAIS ET AL.Cultures of single‐cell‐derived clones can be used to reduce the
heterogeneity of original cell line.30 In order to test the hypothesis
of selective pressure, clonal cultures were treated with MST‐312,
which was much more efficient against those homogeneous tumour
cells, confirming that the potential to evade effects of persistent telo-
merase inhibition is related to selective conditions. In a previous work,
it was demonstrated that long‐term exposition to MST‐312 also leads
to resistance in human MCF‐7 breast cancer cells but, in that case, by
compensatory overexpression of telomerase,15 showing that tumour
heterogeneity provides a fertile soil for development of many resis-
tance mechanisms.
Heterogeneous cultures reflect the intra‐tumour heterogeneity
(ITH), what is recognized as a big challenge for treatment of manykinds of cancer, including breast cancer.31,32 Whereas the effects
of telomerase inhibition in tumour cells are expected only after
many mitotic cycles, the development of resistance (by several
mechanisms) can be a limiting factor for the use of these inhibitors
on cancer therapy. Thus, it is important to take these facts into
account when considering any anti‐telomerase clinical approach.
However, there are recent evidences of synergic action of MST‐
312 and other telomerase inhibitors on combination with classical
drugs,21,33,34 bringing new perspectives of use for this compound.
In our work, the pharmacological potential of MST‐312 as a proto-
type for adjuvant agent on therapy with classical drugs was demon-
strated by associating this compound with docetaxel and irinotecan,
two drugs frequently used in breast cancer therapy. In fact, because
FIGURE 6 Effects of association of MST‐312 with classical chemotherapy drugs on MDA‐MB‐231 cells. Analysis of cell viability performed by
MTT assay after 48‐h treatment of MDA‐MB‐231 cells with docetaxel (A) and irinotecan (B) plus MST‐312 at subtoxic concentrations. Data are
expressed as mean with standard deviation (SD) and relative to negative control (*P < .01, Two‐way ANOVA followed by Bonferroni post tests). The
IC50% values were estimated by nonlinear regression of the data. They are 22.51 μM (R
2 = 0.9441) and 10.09 μM (R2 = 0.9822) for docetaxel
groups with and without MST‐312, respectively, and 111.86 μM (R2 = 0.9433) and 53.49 μM (R2 = 0.9815) for irinotecan groups with and without
MST‐312, respectively
MORAIS ET AL. 7the noncanonical functions of telomerase were described, its
transient inhibition has been implicated in deregulation of cell cycle
kinetics and induction of apoptosis,35-37 what can explain the
synergic action.
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